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Priprava in karakterizacija od kalcija odvisnega transkripcijskega dejavnika na 
osnovi kalmodulina in od kalcija in kalmodulina odvisne protein kinaze II 
Povzetek: 
Transkripcijski dejavniki so nepogrešljivi elementi sintezne biologije. Ker je število 
dobro okarakteriziranih in ortogonalnih naravnih transkripcijskih dejavnikov omejeno, 
želimo s pripravo umetnih transkripcijskih dejavnikov omogočiti načrtovanje obširnejših 
sinteznih genetskih vezij. V okviru magistrske naloge smo želeli pripraviti sistem za 
uravnavanje izražanja genov na osnovi interakcij med kalmodulinom in njegovim tarčnim 
peptidom iz od kalcija in kalmodulina odvisne protein kinaze II, katerega aktivnost bi 
lahko nadzorovali z uravnavanjem znotrajcelične koncentracije prostih kalcijevih ionov. 
Pripravili smo transkripcijski dejavnik iz dveh delov. Prvi del smo pripravili s fuzijo 
tarčnega peptida MKII in DNA-vezavne domene efektorja TAL, drugi del pa s fuzijo 
kalmodulina in aktivacijske domene VPR. Pripravili smo več konstruktov z različnim 
zaporedjem domen. Učinkovitost aktivacije transkripcije poročevalskega gena smo 
spremljali z dvojnim luciferaznim testom v celicah HEK293T. Pričakovali smo, da se bo 
načrtovani transkripcijski dejavnik ustrezno sestavil in sprožil izražanje poročevalskega 
gena ob stimulaciji celic s kalcijevim ionoforom A23187 in posledičnem dvigu 
znotrajcelične koncentracije kalcija. Testirali smo konstrukte z različnim zaporedjem 
domen kalmodulin/VPR in MKII/efektor TAL in spreminjali količine in razmerja 
posameznih vektorjev z zapisom za del transkripcijskega dejavnika. Učinkovite aktivacije 
transkripcije nismo dosegli v nobenem primeru. Neaktivnost pripravljenega sistema bi 
lahko bila posledica več dejavnikov, kot so nezadostno izražanje, neenakomerna 
transfekcija celic z obema deloma transkripcijskega dejavnika, neustrezna znotrajcelična 
lokalizacija posameznih konstruktov, nezmožnost sestave delov transkripcijskega 
dejavnika v aktivno celoto ter interakcije z endogenimi proteini. 
 
Ključne besede: sintezna biologija, umetni transkripcijski dejavniki, kalmodulin, 
efektorji TAL 
 
 
 
  
Construction and characterization of a calcium-dependent transcription factor 
based on calmodulin and calcium/calmodulin-dependent protein kinase II 
Abstract: 
Transcription factors are essential elements in synthetic biology. The number of well-
characterized and orthogonal natural transcription factors is limited, which poses a 
limitation on the size of synthetic networks that can be constructed. To overcome this 
problem, artificial transcription factors have been created. The aim of this master's thesis 
was the preparation of a system for gene expression regulation, based on interactions 
between calmodulin and its target peptide, originating from calcium/calmodulin-
dependent protein kinase II, the activity of which could be controlled by regulating the 
intracellular concentration of free calcium ions. We prepared a two-part transcription 
factor. We fused calmodulin and its target peptide MKII to a transcriptional activation 
domain (VPR) and a DNA-binding domain (TAL effector), respectively. We prepared 
several gene constructs with a different domain order. The efficacy of transcription 
activaton was monitored by a luciferase reporter assay in HEK293T cells. We expected 
that the stimulation of cells by the calcium ionophore A23187 and the consequent increase 
of the intracellular calcium concentration would cause the assembly of transcription 
factor which could then promote expressing of effector. We tested constructs with a 
different calmodulin/VPR and MKII/TAL effector domain order and varied the amount 
and ratios of vectors, but we did not detect effective transcription activation. The 
inactivity of the prepared system could be attributed to several factors, such as insufficient 
expression level, uneven cell transfection with both parts of the transcription factor, 
inadequate intracellular localization of individual parts, inability to assemble into intact 
transcription factor and interactions with endogenous proteins. 
 
Keywords: synthetic biology, artificial transcription factors, calmodulin, TAL effectors 
  
  
Kazalo 
1 Uvod .............................................................................................................................. 1 
1.1 Sintezna biologija ............................................................................................. 1 
1.2 Transkripcijski dejavniki .................................................................................. 1 
1.2.1 DNA-vezavne domene ............................................................................... 2 
1.2.2 Efektorske domene ..................................................................................... 5 
1.3 Regulacija z dimerizacijo ................................................................................. 6 
1.3.1 Kalmodulin ................................................................................................. 7 
1.3.2 Od kalcija in kalmodulina odvisna protein kinaza II .................................. 9 
2 Namen dela in hipoteza ............................................................................................. 11 
2.1 Načrt dela .............................................................................................................. 12 
3 Materiali in metode ................................................................................................... 13 
3.1 Materiali ............................................................................................................... 13 
3.1.1 Reagenti ......................................................................................................... 13 
3.1.2 Pufri ............................................................................................................... 14 
3.1.3 Laboratorijska oprema ................................................................................... 15 
3.1.4 Vektor ............................................................................................................ 17 
3.1.5 Organizmi ...................................................................................................... 17 
3.1.6 Gojišča ........................................................................................................... 18 
3.1.7 Encimi ............................................................................................................ 18 
3.1.8 Protitelesa ...................................................................................................... 19 
3.1.9 Začetni oligonukleotidi .................................................................................. 20 
3.1.10 Genetski konstrukti ...................................................................................... 21 
3.2 Metode .................................................................................................................. 21 
3.2.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov ......................................................... 21 
3.2.2 Pomnoževanje DNA z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) ........................ 22 
3.2.3 Agarozna gelska elektroforeza ...................................................................... 23 
3.2.4 Izolacija fragmentov DNA iz agaroznega gela .............................................. 24 
3.2.5 Rezanje vektorske DNA z restriktazo DpnI .................................................. 24 
3.2.6 Metoda sestavljanja po Gibsonu .................................................................... 24 
3.2.7 Transformacija E. coli ................................................................................... 25 
3.2.8 Izolacija vektorske DNA iz bakterijskih sevov ............................................. 26 
  
3.2.9 Restrikcijska analiza in PCR na osnovi kolonije ........................................... 26 
3.2.10 Določanje nukleotidnega zaporedja............................................................. 27 
3.2.11 Gojenje sesalskih celic ................................................................................ 28 
3.2.12 Transfekcija sesalskih celic ......................................................................... 29 
3.2.13 Stimulacija sesalskih celic s kalcijevim ionoforom ..................................... 31 
3.2.14 Dvojni luciferazni test ................................................................................. 32 
3.2.15 Fiksacija in označevanje celic HEK293 s protitelesi................................... 32 
3.2.16 Fluorescenčna konfokalna mikroskopija ..................................................... 33 
3.2.17 NaDS-PAGE ................................................................................................ 33 
3.2.18 Določaje koncentracije proteinov z bicinhoninsko kislino.......................... 35 
3.2.19 Prenos western in imunodetekcija ............................................................... 35 
4 Rezultati ...................................................................................................................... 36 
4.1 Pripravljeni genetski konstrukti ............................................................................ 36 
4.2 Aktivnost sistema za uravnavanje transkripcije ................................................... 38 
4.3 Lokalizacija transkripcijskega dejavnika iz dveh delov ....................................... 45 
4.4 Izražanje transkripcijskega dejavnika iz dveh delov ............................................ 50 
5 Razprava .................................................................................................................... 52 
6 Zaključek .................................................................................................................... 57 
7 Literatura ................................................................................................................... 58 
8 Priloge ......................................................................................................................... 69 
 
  
  
Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
AD aktivacijska domena 
APS amonijev persulfat 
BCA bicinhoninska kislina 
bp bazni par 
BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin) 
CaM kalmodulin 
CaMKII od kalcija in kalmodulina odvisna protein kinaza II 
CoA koencim A 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih 
ponovitev (ang. clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats) 
crRNA CRISPR RNA 
Ctz koelenterazin 
DBD DNA-vezavna domena 
DMEM Dulbeccovo modificirano Eaglovo gojišče (ang. Dulbecco's 
Modified Eagle's medium) 
DMSO dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dNTP deoksinukleozid trifosfat 
DTT ditiotreitol 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
FBS fetusni serum goveda (ang. fetal bovine serum) 
fLuc kresničkina luciferaza (ang. firefly luciferase) 
GFP zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein) 
GRAVY povprečna hidropatija (ang. grand average of hydropathy) 
  
HA hemaglutinin 
IRES notranje vstopno mesto za ribosom (ang. internal ribosome 
entry site) 
KRAB »Krüppel associated box« (ime proteinske regije, značilne za 
nekatere proteine s cinkovimi prsti) 
LB lizogeno gojišče (ang. lysogeny broth) 
MKII tarčni peptid kalmodulina iz od kalcija in kalmodulina 
odvisne protein kinaze II 
MQ voda milli-Q (dodatno očiščena deionizirana voda) 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti 
natrijevega dodecilsulfata 
NLS jedrni lokalizacijski signal (ang. nuclear localization signal) 
označevalec Myc označevalec, pridobljen iz gena c-myc 
PAM motiv ob protovmesniku (ang. protospacer adjacent motif) 
PBS fosfatni pufer z NaCl (ang. phosphate-buffered saline) 
PCMV citomegalovirusni promotor 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain 
reaction) 
PEI polietilenimin 
PMIN minimalni promotor 
RLE relativne luciferazne enote 
rLuc luciferaza Renilla 
RNA ribonukleinska kislina 
RVD variabilna ostanka v ponovitvi (ang. repeat variable 
diresidue) 
sgRNA usmerjevalna RNA (ang. single guide RNA) 
TALE efektorji, podobni transkripcijskim aktivatorjem (ang. 
transcription activator like effectors) 
  
TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 
tracrRNA transaktivacijska crRNA (ang. trans-activating crRNA) 
VPR aktivacijska domena, sestavljena iz delov treh aktivacijskih 
domen (VP64, p65 in Rta) 
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1 Uvod 
1.1 Sintezna biologija 
Sintezna biologija je interdisciplinarna znanstvena veda, ki uvaja inženirske pristope v 
biološke sisteme z namenom načrtovanja in izdelave novih bioloških delov, naprav in 
sistemov ter preoblikovanja naravnih bioloških sistemov za uporabne namene. Preko 
ustvarjanja umetnih bioloških sistemov in vezij poglablja razumevanje o razvoju življenja 
in delovanju celic na molekularni ravni [1]. 
Pomembni temelji, ki jih je sintezna biologija prevzela iz inženirstva, so modularnost, 
karakterizacija in standardizacija. Biološke sisteme sestavljamo iz manjših enot, 
modulov. Osnovne enote predstavljajo biološki deli, to so nukleotidna zaporedja, ki 
zapisujejo neko biološko funkcijo. Želimo, da so deli podrobno okarakterizirani in 
standardizirani, da iz njih sestavljamo naprave in te povezujemo v sisteme, ki opravljajo 
želene naloge. Sestavljeno vezje je za delovanje potrebno vstaviti v biološko šasijo, ki je 
bodisi živ organizem ali brezcelični sistem [2]. 
Nepogrešljivi elementi pri načrtovanju genetskih vezij so transkripcijski dejavniki in 
njihovi tarčni promotorji. Pogosto uporabljamo naravne transkripcijske dejavnike, kot so 
TetR, LacI, AraC. Ker je število dobro okarakteriziranih in ortogonalnih naravnih 
transkripcijskih dejavnikov omejeno, so znanstveniki začeli pripravljati umetne 
transkripcijske dejavnike, kar nam omogoča načrtovanje obširnejših sinteznih genetskih 
vezij [3]. Uporabni pa so tudi za modulacijo izražanja endogenih genov [4]. 
1.2 Transkripcijski dejavniki 
Transkripcija je prvi korak v kompleksnem procesu izražanja genov in je ključna za 
regulacijo izražanja [5]. Regulatorne proteine, ki preko vezave na regulatorna zaporedja 
DNA nadzirajo transkripcijo, imenujemo transkripcijski dejavniki. Poleg tega, da imajo 
sposobnost vezave na DNA, morajo biti sposobni interagirati tudi z ostalimi dejavniki ali 
s samo RNA-polimerazo, kar posledično pogosto vodi v aktivacijo transkripcije, lahko pa 
tudi v represijo [6]. Transkripcijske dejavnike lahko razdelimo na splošne in gensko 
specifične. Pri evkariontih RNA-polimeraza II prične z začetkom transkripcije ob 
prisotnosti splošnih transkripcijskih dejavnikov, kot so TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, 
TFIIF in TFIIH, s katerimi tvori preiniciacijski kompleks. Vendar lahko na ta način 
dosežemo samo nizko oz. bazalno raven transkripcije. Raven transkripcije zvišajo gensko 
specifični transkripcijski dejavniki, ki se vežejo na ojačevalna zaporedja, oddaljena od 
promotorja [7]. 
Transkripcijski dejavniki v naravi so sestavljeni iz vsaj dveh funkcionalno ločenih 
domen; DNA-vezavne domene, ki prepozna določene regulatorne elemente tarčnih 
genov, in efektorske domene. Tega modularnega pristopa se držimo tudi pri načrtovanju 
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umetnih transkripcijskih dejavnikov. Ker transkripcija pri evkariontih poteka v jedru, 
potrebujejo tudi jedrni lokalizacijski signal [8,9]. 
1.2.1 DNA-vezavne domene 
Možnost priprave DNA-vezavnih domen, ki ciljajo specifična zaporedja DNA, je 
omogočila velik napredek v znanosti. Prve domene, ki so jih uporabili pri načrtovanju 
novih DNA-vezavnih proteinov, so bile domene cinkovih prstov tipa Cys2/His2 [10]. Gre 
za najpogostejši DNA-vezavni motiv v človeškem proteomu [11]. Leta 1991 so razrešili 
kristalno strukturo proteina cinkovih prstov Zif268. Ugotovili so, da se okoli 30 
aminokislinskih ostankov posameznega cinkovega prsta zvije v kompaktno strukturo, 
sestavljeno iz α-vijačnice in dveh β-trakov [12]. Strukturo stabilizirata cinkov atom [13] 
in hidrofobno jedro [14,15]. Cinkovi prsti se vežejo v veliki žleb DNA preko α-vijačnice. 
Aminokislinski ostanki α-vijačnice na položajih -1, 3 in 6 interagirajo s tremi zaporednimi 
bazami na eni verigi DNA, aminokislinski ostanek na mestu 2 pa interagira s 
komplementarno verigo DNA [12,16]. Obstajajo tudi izjeme z variacijami v položajih 
aminokislinskih ostankov [17]. En cinkov prst lahko prepozna od tri do štiri bazne pare, 
povezovanje več domen zapored pa omogoča prepoznavanje daljših zaporedij DNA 
[18,19]. Z uporabo predstavitve na fagu so znanstveniki pripravili več cinkovih prstov, ki 
prepoznajo različne kombinacije treh baznih parov [20–23]. Vendar pa vezavna 
specifičnost proteinov cinkovih prstov ni povsem predvidljiva, saj so domene 
medsebojno odvisne in vplivajo na prepoznavanje DNA [18,19]. Zato je načrtovanje 
proteinov cinkovih prstov z visoko specifičnostjo in aktivnostjo tehnično dokaj zahtevno 
[24].  
Z odkritjem novih DNA-vezavnih proteinov z enostavnejšimi DNA-prepoznavnimi 
kodami, kot so efektorji TAL in sistem CRISPR/Cas9, so se možnosti za ciljanje 
specifičnih zaporedij DNA še razširile.  
Sistem CRISPR/Cas9 
Sistem CRISPR/Cas9 je prvi način ciljanja tarčnega zaporedja DNA s proteini, ki temelji 
na interakcijah med DNA in RNA namesto med proteinom in DNA [4]. Sistem se je razvil 
pri bakterijah in arhejah kot obrambni mehanizem proti bakteriofagom in vnosu tujega 
dednega materiala [25,26]. Ob vdoru tujih nukleinskih kislin bakterije in arheje vključijo 
kratke fragmente le-teh v genski lokus CRISPR (ang. clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats), sestavljen iz enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih 
ponovitev. To deluje kot neke vrste molekularni spomin, saj pride ob naslednjem stiku s 
temi nukleinskimi kislinami do transkripcije lokusa CRISPR in procesiranja transkripta 
v kratke RNA, ki jih imenujemo crRNA in so komplementarne nukleinskim kislinam 
napadalca [26–28]. Ponovitve CRISPR in geni Cas se med organizmi razlikujejo [29–
31]. Sisteme CRISPR/Cas delimo na več tipov, med katerimi je najpogostejši sistem tipa 
II [32]. V sistemu tipa II so za transkripcijsko zorenje primarnega prepisa v crRNA 
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odgovorni transaktivacijska crRNA (tracrRNA), endonukleaza Cas9 in RNaza III [33]. 
CrRNA se poveže s tracrRNA in Cas9 ter kompleks pripelje do komplementarne tuje 
DNA, kjer pride do cepitve z endonukleazo [34]. Za cepitev je potrebno še kratko 
zaporedje, ki ga imenujemo PAM (ang. protospacer adjacent motif) [34–36] in se prav 
tako razlikuje med organizmi [35]. Leta 2012 so Jinek in sodelavci pripravili himerno 
usmerjevalno RNA (sgRNA), ki ima funkcijo crRNA in tracrRNA, kar je sistem še 
poenostavilo [34]. sgRNA je sestavljena iz 20 nt dolgega zaporedja, ki določa tarčno 
specifičnost, nukleotidne lasnice, ki oponaša strukturo crRNA:tracrRNA, potrebno za 
vezavo Cas9, in transkripcijskega terminatorja [37]. Za spreminjanje genoma sesalskih 
celic so sistem CRISPR/Cas9 prvič uporabili leta 2013. Uporabili so NGG kot zaporedje 
PAM in Cas9 (z optimiziranim kodonom in ustreznim jedrnim lokalizacijskim signalom) 
iz Streptococcus pyogenes [38,39].  
Endonukleazni domeni Cas9 RuvC in HNH cepita vsaka eno verigo DNA [34,40]. S 
substitucijo dveh aminokislinskih ostankov (D10A in H840A) izničimo endonukleazno 
aktivnost Cas9, sposobnost vezave DNA pa se ohrani [34,41,42]. Tako pripravljeno 
inaktivirano endonukleazo lahko uporabimo kot DNA-vezavno domeno, primerno za 
fuzije z različnimi efektorskimi domenami [41,43,44]. 
Efektorji TAL 
Efektorji, podobni transkripcijskim aktivatorjem (ang. transcription activator-like 
effectors) so modularni DNA-vezavni proteini, ki so jih prvič odkrili pri fitopatogeni 
bakteriji Xanthomonas campestris pv. vesicatoria že leta 1989 [45]. Gre za virulentne 
dejavnike, ki v jedru rastlinskih celic aktivirajo gene, ki olajšajo bakterijsko kolonizacijo 
in širjenje okužbe [46,47]. Gene, ki kodirajo efektorje TAL, so do sedaj odkrili pri 
najmanj dvanajstih vrstah Xanthomonas [48], homologne gene pa so odkrili tudi pri 
nekaterih sevih bakterije Ralstonia solanacearum [49]. 
Efektorji TAL so sestavljeni iz treh delov: N-končnega dela, osrednjega dela, 
sestavljenega iz tandemskih ponovitev, in C-končnega dela. Funkcijo vezave DNA ima 
osrednji del, ki je sestavljen iz več skoraj identičnih ponovitev, dolgih od 33 do 35 
aminokislinskih ostankov [46]. Vsaka ponovitev prepozna eno bazo zaporedja DNA 
preko dveh hipervariabilnih aminokislinskih ostankov na mestih 12 in 13, ki ju 
imenujemo tudi RVD (ang. repeat variable diresidue) [50,51]. Efektorji TAL se 
razlikujejo po številu teh ponovitev. Zadnja ponovitev je polovična, sestavljena iz 
dvajsetih aminokislinskih ostankov [46]. 
N-končni del naravnih efektorjev TAL vsebuje sekrecijski in translokacijski signal za 
sekrecijski sistem tipa III, preko katerega jih bakterije dostavijo v rastlinske celice. C-
končni del vsebuje jedrne lokalizacijske signale in transkripcijsko aktivacijsko domeno 
[46,52]. Strukturo kompleksa efektorja TAL z DNA so razrešili leta 2012. Vsaka 
ponovitev tvori dve α-vijačnici, ki sta povezani s kratko zanko, ki vsebuje RVD. 
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Aminokislinski ostanek na mestu 12 stabilizira RVD-zanko, aminokislinski ostanek na 
mestu 13 pa tvori bazno specifične interakcije. Skupaj ponovitve tvorijo desno dodatno 
zvito vijačnico, ki se ovije okoli velikega žleba DNA, kot je prikazano na sliki 1 [53,54]. 
  
 
Slika 1: Struktura kompleksa DNA in DNA-vezavne domene efektorja TAL PthXo1 [54]. Na 
spodnjem delu slike so prikazane barvne oznake posameznih ponovitev. 
DNA-prepoznavno kodo, značilno za RVD, so razrešili leta 2009 z uporabo računalniških 
in eksperimentalnih pristopov. Za nukleotide C, T, A in G so specifični RVD-ji His/Asp, 
Asn/Gly, Asn/Ile oz. Asn/Asn. Asn/Asn sicer prepozna A in G, vendar ima višjo afiniteto 
za G. T prepozna tudi RVD Ile/Gly. RVD Asn/Ser prepozna vse štiri baze [50,51]. Višjo 
afiniteto za G kot Asn/Asn ima Asn/His [55,56]. Asn/Gly prepozna 5-metilcitozin [57]. 
Večina naravnih efektorjev TAL prepozna zaporedja, ki se začnejo s T [50,51], kar 
nakazuje na to, da pri vezavi DNA sodeluje tudi N-končni del. N-končni del tik pred 
ponovitvami osrednje domene vsebuje štiri ponovitve (imenovane -3, -2, -1 in 0), ki so 
jim strukturno podobne. Brez N-končnega dela se efektorji TAL ne morejo vezati na 
DNA, medtem ko se samostojni N-končni deli nespecifično vežejo na DNA [58]. Vendar 
je prisotnost T na 5'-koncu verjetno pomembnejša za naravne efektorje TAL. Meckler in 
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sodelavci so primerjali afiniteto vezave naravnega efektorja TAL AvrBs3 in njegovo 
umetno različico, sestavljeno samo iz standardnih RVD-jev. Večina naravnih efektorjev 
TAL namreč vsebuje tudi nestandardne RVD-je, kot je npr. Asn/Ser, Asn/* (* označuje 
delecijo aminokislinskega ostanka na mestu 13) in mesta z neujemanji. Zamenjava 5'-T v 
vezavnem mestu z drugim nukleotidom je na afiniteto vezave naravnega efektorja TAL 
vplivala močneje kot na vezavo umetne različice. Afiniteta vezave naravnega efektorja 
TAL se je zmanjšala za trinajst- do dvajsetkrat, afiniteta vezave umetnega efektorja TAL 
pa se je zmanjšala samo za dva- do trikrat. Ti rezultati kažejo, da nestandardni RVD-ji in 
mesta z neujemanji vplivajo na vezavno specifičnost [59]. Schreiber in Bonas sta prav 
tako pokazala, da na specifičnost za 5'-T vpliva sestava RVD-jev. Poleg tega, na to 
specifičnost vplivata tudi število ponovitev in RVD prve ponovitve, kjer je začetni T 
pomemben predvsem v primeru His/Asp [60]. 
S povezovanjem več ponovitev z izbranimi RVD-ji lahko dosežemo prepoznavanje 
poljubno dolgih tarčnih zaporedij. Pri načrtovanju moramo vključiti vsaj tri do štiri močne 
RVD-je, izogniti pa se moramo uporabi šestih šibkih RVD-jev zapored, predvsem na 
koncih [55]. K afiniteti vezave naj bi več prispevali predvsem N-konci [59]. Glede na 
želje in potrebe lahko spreminjamo tudi jedrne lokalizacijske signale in efektorske 
domene. Naravni jedrni lokalizacijski signal lahko zamenjamo z lokalizacijskim 
signalom, specifičnim za tarčni organizem, na primer z jedrnim lokalizacijskim signalom, 
ki izvira iz velikega T-antigena virusa SV40 za uporabo v sesalskih celicah. Vendar 
moramo biti pozorni, da ne odstranimo prevelikih delov N- in C-končnega dela, saj lahko 
to vodi v zmanjšano aktivnost efektorja TAL [61]. Najboljšo specifičnost, ki jo določa 
razmerje med afiniteto za tarčno in netarčno DNA, dosežemo z uporabo šestnajstih do 
petindvajsetih RVD-jev [62]. 
1.2.2 Efektorske domene 
Efektorske domene umetnih transkripcijskih dejavnikov lahko delujejo kot aktivatorji ali 
represorji transkripcije. Lahko imajo encimsko aktivnost, ki omogoča remodeliranje 
kromatina ali epigenetsko regulacijo. Efektorske domene lahko neposredno interagirajo 
z enim ali več splošnimi transkripcijskimi dejavniki in/ali podenotami RNA-polimeraze 
ali pa z njimi interagirajo posredno preko interakcij z drugimi proteini [63]. 
Represorske domene 
Poznamo tri glavne mehanizme, po katerih pride do represije transkripcije: zaviranje 
nastanka preiniciacijskega kompleksa, preoblikovanje kromatina in zaviranje delovanja 
transkripcijskih aktivatorjev [64]. Pri načrtovanju umetnih transkripcijskih represorjev 
običajno izkoriščamo prva dva mehanizma. Najenostavnejše je fizično blokiranje vezave 
aktivatorjev na regulatorna mesta ali preprečevanje napredovanja RNA-polimeraze. 
Fizično blokiranje lahko dosežemo že z DNA-vezavno domeno, ki cilja mesto začetka 
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transkripcije, načeloma je za uporabo pri evkariontih učinkovitejša fuzija DNA-vezavne 
domene z represorsko domeno [4]. 
Ena najmočnejših in najpogosteje uporabljenih je domena KRAB (ang. Krüppel 
associated box) [4], ki jo najdemo pri številnih evkariontskih transkripcijskih dejavnikih 
[65,66]. Domena KRAB interagira s kofaktorjem KAP1, ki deluje kot proteinsko ogrodje 
za različne komplekse, ki povzročijo nastanek heterokromatina [67–69]. 
Aktivacijske domene 
Transkripcijski aktivatorji olajšajo sestavljanje preiniciacijskega kompleksa preko vezave 
proteinov preiniciacijskega kompleksa, koaktivatorjev in proteinov za modeliranje 
kromatina [4]. Aktivacijske domene lahko razdelimo na proksimalne in splošne. 
Proksimalne aktivacijske domene (npr. z glutaminom bogate Oct-1, Oct-2A, Sp1), 
inducirajo transkripcijo le z mest v bližini zaporedja TATA, običajno kot odziv na 
oddaljeni ojačevalec. Splošne aktivacijske domene (npr. VP16, GAL4, TFE3, ITF-1, ITF-
2) lahko transkripcijo aktivirajo z oddaljenih ali proksimalnih mest [70]. 
Med najpogosteje uporabljenimi splošnimi aktivacijskimi domenami so VP16, VP64 in 
p65. VP16 je del naravnega transkripcijskega dejavnika, ki so ga izolirali iz virusa herpesa 
simpleksa [71]. VP16 interagira z različnimi transkripcijskimi dejavniki in kompleksom 
histon acetilaze. To vodi v acetilacijo bližnjih histonov in razvitje kromatina, posledično 
je omogočen dostop do promotorja [72]. S fuzijo štirih kopij VP16 so pripravili močnejšo 
različico, ki so jo poimenovali VP64 [73]. Aktivacijska domena p65 je šibkejša od prej 
omenjenih in izhaja iz humanega transkripcijskega dejavnika NF-κB RelA [74]. 
Chavez in sodelavci so predvidevali, da bi s tandemskim združevanjem več aktivacijskih 
domen sinergistično ojačali aktivacijo, saj tudi v naravi transkripcijo povzroči več 
aktivacijskih domen hkrati. S fuzijo VP64, p65 in Rta so pripravili aktivacijsko domeno 
VPR, ki smo jo uporabili tudi v magistrski nalogi. Če so katero izmed treh domen 
nadomestili s proteinom mCherry ali če so domene vezali v drugačnem vrstnem redu, se 
je aktivnost zmanjšala. Aktivnost aktivatorja dCas9:VPR v Saccharomyces cerevisiae, 
celicah S23+ vinske mušice Drosophila melanogaster in mišjih celicah je bila med pet- 
do tristokrat višja v primerjavi z VP64. Z uporabo VPR so uspeli tudi stimulirati 
diferenciacijo humanih pluripotentnih zarodnih celic v nevronske celice [75]. 
1.3 Regulacija z dimerizacijo 
Dodatno raven regulacije delovanja umetnih transkripcijskih dejavnikov lahko dosežemo 
z dvohibridnim pristopom. V tem primeru pripravimo fuzijo DNA-vezavne domene s 
proteinom ali peptidom, ki ob prisotnosti specifične molekule ali ob spremenjenih 
celičnih pogojih dimerizira z drugim proteinom, vezanim na efektorsko domeno. DNA-
vezavna domena in efektorska domena sta tako ločeni, dokler ne pride do dimerizacije, 
nakar dobimo delujoč transkripcijski dejavnik [76]. 
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Li in sodelavci so pripravili fuzijo efektorja TAL in receptorskega proteina Rheo, ki ob 
dodatku liganda GenoStat dimerizira z aktivatorjem Rheo, povezanim z aktivatorsko 
domeno VP16. Pripravili so tudi sistem, ki vključuje endogene signale. Transkripcijski 
dejavnik HIF-1 (ang. hypoxia-inducible factor-1) je sestavljen iz dveh podenot, HIF-1α 
in ARNT. HIF-1α je v celici stabilen samo pod hipoksičnimi pogoji ali ob obdelavi s 
CoCl2. Takrat lahko potuje v jedro, kjer tvori aktivni heterodimer z ARNT, ki se izraža 
konstitutivno. Li in sodelavci so izkoristili to interakcijo in pripravili fuzijski protein 
efektorja TAL z ARNT, ki je ob obdelavi celic s CoCl2 lahko interagiral z endogenim 
HIF-1α in sprožil izražanje poročevalskega proteina [77]. 
Zetsche in sodelavci so za nadzorovano modulacijo transkripcije uporabili sistem 
CRISPR/Cas9. Katalitsko neaktiven Cas9 so razdelili na dva fragmenta in C-končni 
fragment spojili z aktivacijsko domeno VP64. Nadzorovano dimerizacijo obeh delov so 
dosegli s fuzijo domen, ki dimerizirata ob dodatku rapamicina, na posamezen fragment 
Cas9 [78]. 
Tang in sodelavci so uporabili zeleni fluorescenčni protein (GFP) kot proteinsko ogrodje 
za kontrolo izražanja genov. Fuzijski nanotelesi, ki sta lahko hkrati vezani na GFP, 
pripeljeta skupaj efektorsko in DNA-vezavno domeno, do izražanja genov tako lahko 
pride samo v prisotnosti GFP, ko se transkripcijski dejavnik sestavi [79]. 
Kot sprožilec dimerizacije lahko deluje tudi svetloba. Konermann in sodelavci so 
pripravili sistem, ki temelji na efektorjih TAL, na katere je vezan svetlobno občutljiv 
protein CRY2 iz rastline Arabidopsis thaliana. Obsevanje z modro svetlobo povzroči 
dimerizacijo s proteinom CIB1, na katerega je vezana efektorska domena. Z uporabo tega 
sistema so dosegli izražanje genov tudi in vivo v mišjih možganih [80]. Podoben sistem 
so pripravili že Polstein in sodelavci, ki so prav tako izkoristili s svetlobo posredovano 
dimerizacijo dveh proteinov iz rastline Arabidopsis thaliana, kot DNA-vezavno domeno 
pa so uporabili cinkove prste [81]. 
V okviru magistrske naloge smo želeli pripraviti sistem za uravnavanje izražanja genov 
na osnovi specifičnih interakcij med kalmodulinom in njegovim tarčnim peptidom iz od 
kalcija in kalmodulina odvisne protein kinaze II. 
1.3.1 Kalmodulin 
Kalmodulin, vezavni protein za kalcij, se izraža v vseh evkariontskih celicah, kjer lahko 
interagira s številnimi strukturno in funkcijsko različnimi tarčnimi proteini in modulira 
različne od kalcija odvisne celične procese [82]. Je razmeroma majhen (pri vretenčarjih 
sestavljen iz 148 aminokislinskih ostankov) in evolucijsko zelo ohranjen protein pri 
evkariontih [82,83]. Njegovi tarčni proteini so številne kinaze in fosfataze, proteini, ki 
sodelujejo pri celični signalizaciji (sintaza dušikovega oksida, fosfodiesteraza cikličnih 
nukleotidov), citoskeletni proteini in ionski transporterji [84]. 
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Kalmodulin je sestavljen iz N- in C-končne globularne domene, ki ju povezuje fleksibilni 
osrednji del. Globularni domeni vsebujeta vsaka po dva motiva vijačnica-zanka-
vijačnica, imenovana EF-dlani [85–87]. Vsaka EF-dlan koordinira vezavo enega 
kalcijevega iona preko aminokislinskih ostankov v zanki. Ligandi so atomi kisika, šest iz 
proteina in en iz molekule vode, ki tvorijo pentagonalno bipiramidalno geometrijsko 
obliko [88]. Domeni sta sestavljeni pretežno iz α-vijačnic, rahlo popačena antiparalelna 
plošča β pa povezuje dve EF-dlani [89,90]. 
Vezava dveh kalcijevih ionov na posamezno globularno domeno je kooperativna [91]. 
Vsa štiri vezavna mesta imajo relativno visoko afiniteto za kalcijeve ione (Ka ~10-6 M-1) 
[92], vendar ima N-končna globularna domena kljub podobnem zaporedju in strukturi 
[93] šestkrat manjšo afiniteto za vezavo kalcijevih ionov [91]. Vezava na tarčne proteine 
lahko spremeni afiniteto za kalcijeve ione [94,95]. 
V stanju brez vezanih kalcijevih ionov (apokalmodulin) so vijačnice vsake EF-dlani 
orientirane skoraj antiparalelno, kar imenujemo tudi zaprta oblika, ob vezavi kalcijevih 
ionov pa se reorientirajo v skoraj pravokotni položaj oz. odprto obliko. Vezava kalcijevih 
ionov povzroči razkritje vezavnih hidrofobnih površin v obeh globularnih domenah, ki so 
v zaprti obliki skrite v notranjosti [96]. C-končna globularna domena tudi brez vezanega 
kalcija verjetno obstaja v ravnotežju med zaprto in delno odprto konformacijo, ki je bolj 
podobna konformaciji ob vezavi kalcijevih ionov [97]. Struktura kalmodulina je 
prikazana na sliki 2. 
 
Slika 2: Kalmodulin brez in z vezanimi kalcijevimi ioni [98]. 
Hidrofobne vezavne površine so bogate z metioninskimi ostanki (štirje Met v vsaki 
domeni), ki tvorijo skoraj polovico vezavne površine [99]. Stranske verige Met so 
fleksibilne in omogočajo veliko prilagodljivost vezavne površine. Poleg tega je Met 
zaradi atomov žvepla lahko polaren, kar poleg Van der Waalsovih interakcij s tarčnimi 
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proteini omogoča tudi stabilizacijo topilu izpostavljene površine ob odsotnosti tarčnih 
proteinov [96,100]. Prilagodljivost vezavnih površin je ena od pomembnih lastnosti, ki 
kalmodulinu omogoča vezavo na različne proteine, saj lahko spremenijo orientacijo tako, 
da ustvarijo najugodnejše interakcije s tarčnimi zaporedji. Druga pomembna lastnost je 
fleksibilnost povezovalne regije, predvsem osrednjega dela, ki omogoča kalmodulinu, da 
zavzame različne konformacije [93,96]. Na podlagi prvih kristalnih struktur so 
znanstveniki sklepali, da je povezovalec iz osmih zavojev sestavljena in topilu dostopna 
α-vijačnica, vendar je taka struktura posledica pogojev pri kristalizaciji, kot npr. 
prisotnost organskih topil, vijačnica pa se v raztopini nahaja v delno odviti in fleksibilni 
obliki [86,87,101]. 
Zaporedja za vezavo kalmodulina so si med sabo sicer različna, imajo pa nekatere skupne 
lastnosti. Večinoma gre za med 15 in 30 aminokislinskih ostankov dolga zaporedja, ki so 
v odsotnosti kalmodulina pogosto nestrukturirana, ob vezavi pa tvorijo α-vijačnico. 
Hidrofobne stranske verige interagirajo s hidrofobnimi vezavnimi površinami, dodatno 
stabilizacijo omogočajo bazične stranske verige peptida, ki interagirajo s kislimi ostanki 
v in okoli vezavnih površin [84,102]. Prepoznavne motive lahko razdelimo v več 
kategorij glede na mesto velikih hidrofobnih aminokislinskih ostankov, ki tvorijo glavne 
interakcije s kalmodulinom ( npr. 1–5–10, 1–8–14, 1–16…). Ponavadi se na mesto 1 veže 
C-končna globularna domena, ostanki na položaju 10 ali 14 pa interagirajo z N-končno 
globularno domeno. V primeru 1–16 so smeri obrnjene in je prvi ostanek v stiku z N-
končno globularno domeno. Vendar je potrebno poudariti, da se kalmodulin veže tudi na 
zaporedja, ki ne sledijo tem pravilom oz. se ne veže na vsa zaporedja z omenjenimi 
lastnostmi [84]. Kalmodulin ima lahko vlogo povezovalnega proteina in tvori hetero- ali 
homodimerne ali oligomerne komplekse (npr. NRIP/kalcinevrin) ali pa regulira in 
povezuje različne podenote proteinov (npr. NMDA-receptorji) [98]. Motiv IQ 
(IQXXXRGXXXR) je značilen predvsem za proteine, na katere se veže kalmodulin 
neodvisno od kalcija [84,103]. 
1.3.2 Od kalcija in kalmodulina odvisna protein kinaza II 
Od kalcija in kalmodulina odvisna protein kinaza II (v nadaljevanju: CaMKII) je 
serin/treonin kinaza, prisotna v različnih tipih tkiv, kjer sodeluje v številnih procesih, kot 
so začetek posttetanične potenciacije, sinaptična plastičnost, mobilizacija sinaptičnih 
veziklov, uravnavanje izražanja genov, uravnavanje kontraktilnosti gladkih mišic, 
modulacija delovanja ionskih kanalov…[104–108]. Ljudje imamo štiri gene za CaMKII, 
imenovane α, β, γ in δ, ki z alternativnim izrezovanjem intronov omogočajo nastanek 
okoli 40 izooblik [109]. 
Proteini CaMKII tvorijo velike oligomerne strukture, sestavljene iz dvanajstih podenot 
[110,111]. Osrednji del kompleksa sestavljajo C-končne domene CaMKII, na katere so 
pritrjeni katalitični moduli preko variabilnih povezovalcev. Katalitični moduli so 
sestavljeni iz kinazne domene in regulatornega segmenta [110]. V primeru inaktiviranega 
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encima so regulatorni segmenti zasidrani v vezavne žepe za substrat v kinaznih domenah. 
Ob dvigu koncentracije kalcijevih ionov se na del regulatornega segmenta veže 
Ca2+/kalmodulin in aktivira CaMKII [112–115]. To privede do avtofosforilacije vsaj treh 
kritičnih treoninskih ostankov znotraj regulatornega segmenta, ki modulirajo kinazno 
aktivnost in odziv na kalmodulin. Dostopen postane regulatorni ostanek Thr286 (v 
primeru izooblike α), ki ga fosforilira druga kinazna domena znotraj oligomernega 
kompleksa [116,117]. To prepreči ponovno zasidranje regulatornega segmenta v vezavni 
žep, encim tako postane delno neodvisen od kalcija in kalmodulina [118]. Posledica te 
fosforilacije je tudi tisočkrat večja afiniteta encima za Ca2+/kalmodulin, kar imenujemo 
tudi »calmodulin trapping« [119]. Ko pride do disociacije Ca2+/kalmodulina, lahko pride 
do avtofosforilacije na mestih Thr 305 in Thr 306 (v primeru izooblike α) v kalmodulin-
vezavnem delu regulatornega segmenta, kar prepreči ponovno vezavo Ca2+/kalmodulina 
[120,121]. Po aktivaciji lahko pride tudi do izmenjave podenot z nektivnimi kompleksi 
CaMKII, kar omogoči dodatno širjenje signala [122]. 
Evans in sodelavci so preučevali vezavo kalmodulina na vezavni peptid za kalmodulin 
CaMKII in ugotovili, da je pri osnovnih pogojih, ko je koncentracija kalcija v celicah 
~22 nM, afiniteta kalmodulina za vezavo na peptid zelo nizka in do vezave pod temi 
pogoji verjetno ne pride. Do vezave pride pri ~0.3 μM koncentraciji kalcija. C-končna 
globularna domena kalmodulina verjetno igra pomembnejšo vlogo pri aktivaciji CaMKII, 
vendar sta za nastanek visokoafinitetnega kompleksa potrebni obe domeni. Vezava 
kalmodulina na vezavni peptid je povečala in izenačila afiniteto obeh globularnih domen 
kalmodulina za vezavo kalcijevih ionov [123]. Na CaMKII se lahko veže kalmodulin z 
dvema vezanima kalcijevima ionoma in jo delno tudi aktivira, vendar je afiniteta vezave 
kalmodulina s štirimi vezanimi kalcijevimi ioni večja [124]. Iz kristalne strukture 
kalmodulina, vezanega na vezavni peptid za kalmodulin CaMKII, je razvidno, da se 
kalmodulin ovije okoli peptida v antiparalelni orientaciji, tako da C-končni globularni del 
kalmodulina interagira z N-končnim delom peptida in obratno [125]. 
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2 Namen dela in hipoteza 
Namen dela je bil pripraviti sistem za uravnavanje izražanja genov na osnovi interakcij 
med kalmodulinom in njegovim tarčnim peptidom iz CaMKII (v nadaljevanju: MKII). 
Aktivnost pripravljenega sistema smo želeli nadzorovati z uravnavanjem koncentracije 
prostih kalcijevih ionov v celicah. Načrtovani sistem bi predstavljal novo orodje sintezne 
biologije z uporabnostjo pri uravnavanju izražanja izbranih genov in celičnih odzivov. 
Prvi del transkripcijskega dejavnika smo pripravili s fuzijo tarčnega peptida kalmodulina 
MKII in načrtovano DNA-vezavno domeno. Uporabili smo efektorje TAL, ki jih lahko 
enostavno načrtujemo za vezavo na določeno nukleotidno zaporedje, ki ga želimo ciljati. 
Drugi del transkripcijskega dejavnika smo pripravili s fuzijo aktivacijske domene in 
kalmodulina. Z izbiro efektorske domene lahko dosežemo aktivacijo ali represijo 
izražanja tarčnega gena. V našem primeru smo izbrali aktivacijsko domeno VPR, ki je 
sestavljena iz treh aktivacijskih domen (VP64, p65 in Rta) in zato omogoča močnejšo 
aktivacijo genov, kot bi jo dosegli z uporabo posameznih domen. 
Načrtovani transkripcijski dejavnik se naj bi ustrezno sestavil le ob prisotnosti kalcijevih 
ionov, ko se bo fuzijski protein kalmodulin:VPR zaradi konformacijske spremembe vezal 
na tarčni peptid kalmodulina, ki je preko DNA-vezavne domene vezan na tarčno 
nukleotidno zaporedje. Ustrezno sestavljen transkripcijski dejavnik bi nato sprožil 
izražanje poročevalskega gena. 
Konstrukte smo želeli pripraviti z metodami molekulskega kloniranja v bakterijskih 
celicah E. coli DH5α in testirati njihovo učinkovitost v sesalskih celicah HEK293T. 
Transficirane celice smo nameravali stimulirati s kalcijevim ionoforom in spremljati 
aktivacijo vezja z merjenjem luminiscence preko poročevalskega vektorja z vezavnimi 
mesti za pripravljene transkripcijske dejavnike in zapisom za kresničkino luciferazo. 
Pripravljeni sistem za transkripcijsko regulacijo bi lahko v kombinaciji s poljubnim 
poročevalskim genom uporabljali tudi kot senzor za detekcijo kalcijevih ionov v celicah. 
DELOVNA HIPOTEZA, ki smo jo želeli v magistrski nalogi potrditi ali ovreči: 
1. S fuzijo peptida MKII na efektor TAL in fuzijo kalmodulina na aktivacijsko 
domeno VPR je mogoče pripraviti sistem za uravnavanje transkripcije, ki se 
odziva na spremembe v koncentraciji prostih kalcijevih ionov v celicah. 
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2.1 Načrt dela 
Delo je obsegalo pripravo genetskih konstruktov in njihovo testiranje. 
 PRIPRAVA KONSTRUKTOV 
  - pomnoževanje fragmentov DNA (PCR), 
  - ločevanje in izolacija produktov PCR (agarozna gelska elektroforeza), 
  - metoda sestavljanja po Gibsonu, 
  - transformacija E. coli, 
  - izolacija vektorske DNA, 
  - preverjanje pridobljenih konstruktov, 
   - velikost (restrikcijska analiza), 
   - pravilnost nukleotidnega zaporedja (sekvenciranje). 
 TESTIRANJE KONSTRUKTOV – DELO S SESALSKIMI CELICAMI 
  - izražanje konstruktov v sesalskih celicah, 
   - preverjanje lokalizacije in izražanja (imunooznačevanje) 
  - stimulacija celic in meritev luminiscence. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Reagenti 
Pri laboratorijskem delu smo uporabili reagente, navedene v preglednici 1. 
Preglednica 1: Uporabljeni reagenti. 
Proizvajalec Reagenti in kompleti reagentov 
Biotium koelenterazin (ctz), petkratni lizni pufer 
Gold Biotechnology agaroza 
IDT začetni oligonukleotidi 
Inalco ditiotreitol (DTT) 
Kapa Biosystems KAPA HiFi HotStart ReadyMix 
Marker Gene Technologies luciferin 
Miltenyi Biotec goveji serumski albumin (BSA, ang. 
bovine serum albumin) 
NanoEnTek barvilo tripan modro 
Nanolight koencim A (CoA) 
New England Biolabs desetkratni pufer NEB 2, desetkratni 
pufer NEB 4 
Peqlab komplet za izolacijo DNA iz agaroznega 
gela Gel extraction kit S-line 
Polysciences transfekcijski reagent polietilenimin 
(PEI) 
Promega petkratni lizni pufer 
Sigma-Aldrich ampicilin, fetusni serum goveda (FBS, 
ang. fetal bovine serum), etidijev bromid, 
gojišče LB po Millerju, ionofor A23187, 
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triton, ATP, CaCl2, Tween 20, BSA-
standard (2 mg/ml), BCA-reagent, 4-
odstotna raztopina bakrovega (II) sulfata, 
akrilamid/bisakrilamid, APS, TEMED, 
nitrocelulozna membrana 0,45 μm 
Thermo Fisher Scientific nanašalni pufer za DNA elektroforezo, 
gojišče DMEM, PCR master mix za 
polimerazo DreamTaq, komplet za 
izolacijo DNA iz agaroznega gela 
GeneJet PCR Purification Kit, komplet za 
izolacijo plazmidne DNA GeneJet 
Plasmid Miniprep Kit, standard velikosti 
DNA GeneRuler 1 kb Plus, I-Block, 
standard velikosti proteinov PageRuler 
Plus, kemiluminiscentni substrat Super 
Signal West Pico Plus  
VWR NaDS 
 
3.1.2 Pufri 
Pri laboratorijskem delu smo uporabili različne pufre. Njihova sestava je zapisana v 
preglednici 2. 
Preglednica 2: Uporabljeni pufri. 
Pufer Sestava 
petdesetkratni pufer TAE za agarozno 
gelsko elektroforezo 
242 g Tris, 57,1 ml ledocetna kislina, 
100 ml 0,5 mM EDTA, destilirana voda 
do 1 l; pH 8. 
šestkratni nanašalni pufer za agarozno 
gelsko elektroforezo 
0,25 % bromfenol modro, 0,25 % 
ksilencianol, 40 % (w/v) glukoza v 
destilirani vodi. 
petkratni izotermalni reakcijski pufer za 
sestavljanje po Gibsonu 
25 % PEG 8000, 500 mM Tris-HCl 
(pH 7,5), 50 mM MgCl2, 50 mM DTT, 
1 mM posamezni dNTP in 5 mM NAD. 
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fosfatni pufer z NaCl (PBS) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM 
Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4; pH 7,4. 
pufer LUC za določanje aktivnosti 
kresničkine luciferaze 
2,6 ml pufer LUC (2,38 g HEPES, 0,38 g 
MgCl2, 0,06 g EGTA
.Na raztopimo v 
100 ml destilirane vode, dodamo 0,08 g 
NaF; pH 7,8), 130 μl DTT, 130 μl ATP, 
130 μl CoA, MQ do 13 ml. Luciferin 
(0,39 mM) raztopimo v manjši količini 
pufra in dodamu pufru.  
pufer RENILLA za določanje aktivnosti 
luciferaze Renilla neoformis 
2,6 ml petkratni pufer Renilla (3,346 g 
Na-pirofosfat, 6,9 g NaH2PO4
.H2O, 
14,5 g NaCl, 1,822 g CDTA, 5 ml 
metanol; pH 5), MQ do 13 ml. Ctz 
raztopimo v metanolu in ga dodamo 
pufru. 
desetkratni elektroforezni pufer z NaDS 30 g Tris, 10 g NaDS, 144 g glicin, 
destilirana voda do 1 l. 
pufer za mokri prenos proteinov na 
nitrocelulozno membrano 
6,06 g Tris, 28,8 g glicin, 400 ml 
metanol, destilirana voda do 2 l. 
pufer za spiranje (imunodetekcija) 100 ml desetkratni PBS, 2,5 ml 10 % 
Tween 20, destilirana voda do 1 l. 
pufer za blokiranje (imunodetekcija) 50 ml pufer za spiranje, 0,1 g I-Block. 
 
3.1.3 Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema, ki smo jo potrebovali za delo, je navedena v preglednici 3. 
Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema. 
Proizvajalec Oprema 
Apogee Electrophoresis kadička za agarozno gelsko elektroforezo 
Horizon 11.14 
Applied Biosystems naprava za verižno reakcijo s polimerazo 
Veriti 96 Thermal Cycler 
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Berthold Detection Systems Orion II Microplate Luminometer 
BioMetra naprava za opazovanje agaroznih gelov 
pod UV-lučjo Ti3 
Bio-Rad napajalnik za poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo in prenos western, kadička 
za poliakrilamidno gelsko elektroforezo, 
kadička za prenos western 
BioTek čitalnik mikrotitrskih plošč Synergy Mx 
Corning mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami, 
plošče s 6 vdolbinicami 
DNR Bio-Imaging Systems naprava za fotografiranje agaroznih gelov 
Eppendorf namizna centrifuga MiniSpin, avtomatske 
pipete, termoblok ThermoStat C 
Hettich centrifuga Universal 320R 
Hoefer napajalnik za agarozno gelsko 
elektroforezo PS 500X 
Ibidi plošča za mikroskopiranje z 8 
vdolbinicami 
Invitrogen naprava za avtomatsko štetje celic 
Countess 
Iskra PIO biološki varnostni kabinet MC 12-2 
Leica Microsystems TCS SP5 konfokalni mikroskop Leica 
New Brunswick Scientific inkubator in stresalnik za bakterijske 
kulture Innova 42 
Olympus svetlobni mikroskop CKX41 
Sarstedt nastavki za pipete 
STARLAB vibracijski mešalnik 
Syngene naprava za slikanje G-Box 
17 
 
Thermo Fisher Scientific CO2 inkubator za celične kulture Heracell 
Vios 160i, spektrofotometer NanoDrop 
1000, mikrotitrske plošče s 96 
vdolbinicami s prozornim dnom 
3.1.4 Vektor 
Uporabili smo fagmidni vektor pcDNA3 (Invitrogen), namenjen izražanju proteinov v 
sesalskih celicah s konstitutivnim citomegalovirusnim promotorjem. Vsebuje gen za 
odpornost na neomicin ter gen za odpornost na ampicilin. Na sliki 3 je prikazana karta 
vektorja. 
 
Slika 3: Karta vektorja pcDNA3 [126]. 
3.1.5 Organizmi 
Za pripravo in pomnoževanje vektorjev smo uporabili sev bakterije Escherichia coli 
DH5α iz zbirke sevov Kemijskega inštituta. Za eksperimente na sesalskih celicah smo 
uporabili celične linije HEK293 in HEK293T. 
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3.1.6 Gojišča 
Bakterijske celice E. coli DH5α smo gojili v gojišču LB. Za selekcijo transformiranih 
kolonij smo gojišču dodali ampicilin. 
Sesalske celice HEK293 in HEK293T smo gojili v gojišču DMEM z 10-odstotnim FBS.  
3.1.7 Encimi 
Encimi, ki smo jih potrebovali pri laboratorijskem delu, so zapisani v preglednici 4. 
Preglednica 4: Uporabljeni encimi. 
Encim Proizvajalec 
EcoRI Thermo Fisher Scientific 
XbaI Thermo Fisher Scientific 
DpnI Thermo Fisher Scientific 
DNA-polimeraza Kapa HiFi Kapa Biosystems 
eksonukleaza T5 New England Biolabs 
DNA-polimeraza Phusion New England Biolabs 
DNA-ligaza Taq New England Biolabs 
tripsin Sigma-Aldrich 
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3.1.8 Protitelesa 
Protitelesa, ki smo jih uporabili pri laboratorijskem delu, so zapisana v preglednici 5. 
Preglednica 5: Uporabljena protitelesa. 
Protitelo Proizvajalec 
primarno zajčje poliklonsko protitelo proti 
označevalcu Myc 
Sigma-Aldrich 
primarno mišje monoklonsko protitelo proti 
označevalcu HA 
Sigma-Aldrich 
primarno mišje monoklonsko protitelo proti 
označevalcu His 
Qiagen 
primarno mišje monoklonsko protitelo proti β-aktinu Cell Signaling Technology 
sekundarno kozje poliklonsko protitelo proti mišjim 
protitelesom, konjugirano s fluorescenčnim barvilom 
Alexa Fluor 488  
Invitrogen 
sekundarno kozje poliklonsko protitelo proti zajčjim 
protitelesom, konjugirano s fluorescenčnim barvilom 
Alexa Fluor 647 
Invitrogen 
sekundarno kozje poliklonsko protitelo proti mišjim 
protitelesom, konjugirano s hrenovo peroksidazo 
Jackson Immuno Research 
sekundarno kozje poliklonsko protitelo proti zajčjim 
protitelesom, konjugirano s hrenovo peroksidazo 
Abcam 
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3.1.9 Začetni oligonukleotidi 
Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pripravo genetskih konstruktov, so 
zapisani v preglednici 6. 
Preglednica 6: Uporabljeni začetni oligonukleotidi. 
Oznaka Nukleotidno zaporedje (5' – 3') 
Xba_pcDNA_for tctagagggccctattctatag 
pcDNA_Eco:Kozak:atg_rev catggtggcgaattccagcacactggcggccgttac 
pcDNA:Eco:Kozak:atg_for gtaacggccgccagtgtgctggaattcgccaccatg 
TALE A:Xba:pcDNA_rev ctatagaatagggccctctagattaggatcccgcgactcgatggg 
pcDNA:Eco:Kozak:Myc:MKII:G
S10:TALE-ADBD_for 
gtgctggaattcgccaccatggagcagaagctgatcagcgaggaggacctgtttaatgcgc
ggcgcaagctaaagggagccatacttacgacaatgttggcgaccagaaatttttcgggcgg
ctctggcggcggctccggaggctctgtggacttgaggacactcggtt 
NLS:gs10:MKII:stop:Xba:pcDN
A_rev 
ctatagaatagggccctctagattacgaaaaatttctggtcgccaacattgtcgtaagtatggct
ccctttagcttgcgccgcgcattaaaagagcctccggagccgccgccagagccgcctacctt
tctcttcttttttggatc 
GSlink_TAL_for ggcggctctggcggcggctccggaggctctgactacaaagaccatgacgg 
predCMV_rev caacgcgtatatctggcccg 
predCMV_for cgggccagatatacgcgttg 
GS10:TALE A_rev caccgtcatggtctttgtagtcagagcctccggagccgccgccagagccgcc 
Eco:Kozak:atg:His:NLS_for gtgctggaattcgccaccatgcaccaccaccaccaccacgatccaaaaaagaagagaaag 
pcDNA:Eco:Kozak:VPR_for gtgctggaattcgccaccatggaggccagcggttcgggacggg 
VPR:GS10_rev agagcctccggagccgccgccagagccgccaaacagagatgtgtcgaagatgg 
GS10:CaM_for ggcggctctggcggcggctccggaggctctgaccaactgacagaagagcag 
CaM:HA:Xba:pcDNA_rev ctatagaatagggccctctagattaagcgtaatctggaacatcgtatgggtactttgctgtcatc
atttgtac 
CaM:GS10_rev agagcctccggagccgccgccagagccgccctttgctgtcatcatttg 
GS:NLS_for ggcggctctggcggcggctccggaggctctgatccaaaaaagaagagaaaggta 
VPR_Xba_pcDNA_rev ctatagaatagggccctctagatcaaaacagagatgtgtcgaag 
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3.1.10 Genetski konstrukti 
V okviru magistrske naloge smo pripravili osem genetskih konstruktov, zapisanih v 
preglednici 7. Aminokislinska zaporedja pripravljenih fuzijskih proteinov so zapisana v 
prilogi 1. Nukleotidno zaporedje konstitutivnega citomegalovirusnega promotorja (PCMV) 
in uporabljenega Kozakinega zaporedja je zapisano v prilogi 2. 
Preglednica 7: Pripravljeni genetski konstrukti. 
Oznaka Delovna oznaka Vektor Promotor 
Myc:MKII:GS10:TALE[A] MKII::TALE[A] pcDNA3 PCMV 
His:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS:GS10:MKII NLS:TALE[A]:NLS::MKII pcDNA3 PCMV 
Myc:MKII:GS10:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS MKII::NLS:TALE[A]:NLS pcDNA3 PCMV 
VPR:GS13:CaM:HA VPR::CaM pcDNA3 PCMV 
His:NLS:VPR:GS10:CaM:HA NLS:VPR::CaM pcDNA3 PCMV 
His:NLS:VPR:GS10:CaM(E104Q):HA NLS:VPR::CaM(E104Q) pcDNA3 PCMV 
CaM:GS10:NLS:VPR CaM::NLS:VPR pcDNA3 PCMV 
CaM(E104Q):GS10:NLS:VPR CaM(E104Q)::NLS:VPR pcDNA3 PCMV 
* Pomen oznak: Myc: označevalec Myc; MKII: tarčni peptid iz CaMKII; GS10/GS13: peptidni 
povezovalec; His: histidinski označevalec; 3xFlag: označevalec 3xFlag; NLS: jedrni lokalizacijski signal 
(ang. nuclear localization signal); HA: označevalec HA; CaM: kalmodulin; CaM (E104Q): kalmodulin s 
točkovno mutacijo E104Q. 
3.2 Metode  
3.2.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
Metoda sestavljanja po Gibsonu temelji na združevanju več segmentov DNA s 
homolognimi konci. Reakcijska mešanica vsebuje tri encime. Eksonukleaza T5 ustvari 
štrleče 3'-konce in tako omogoči prileganje komplementarnih regij različnih segmentov. 
DNA-polimeraza Phusion zapolni vrzeli, DNA-ligaza Taq pa segmente kovalentno združi 
[127]. Shema delovanja je prikazana na sliki 4. Segmentom, ki smo jih želeli sestaviti, 
smo z reakcijo PCR dodali ustrezne homologne konce. Načrtovali smo začetne 
oligonukleotide z okoli 20 nt dolgimi štrlečimi konci, ki se prilegajo segmentom, ki smo 
jih želeli združiti. Deli, ki se prilegajo matrici, so prav tako dolgi okoli 20 nt. 
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Slika 4: Shema metode sestavljanja po Gibsonu. Povzeto po [127]. 
3.2.2 Pomnoževanje DNA z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 
Odseke DNA in vektor, ki smo jih potrebovali za sestavljanje po Gibsonu, smo pomnožili 
z verižno reakcijo s polimerazo (PCR). Uporabili smo DNA-polimerazo Kapa HiFi. 
Reakcijsko mešanico in temperaturni program vidimo v preglednicah 8 in 9. 
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Preglednica 8: Reakcijska mešanica za reakcijo PCR. 
 V (μl) 
matrična DNA (50 ng/μl) 1 
smerni začetni oligonukleotid (20 μM) 1 
protismerni začetni oligonukleotid (20 μM) 1 
KAPA Hifi HotStart ReadyMix (dvakratna raztopina) 12,5 
MQ 9,5 
 Skupni volumen = 25 μl 
 
Preglednica 9: Temperaturni program reakcije PCR. 
 Temperatura (°C) Čas  
začetna denaturacija 95 3 min  
denaturacija 98 20 s  
prileganje začetnih oligonukleotidov 65-70 15 s 25 ponovitev 
podaljševanje 72 30-45 s/kb  
zaključno podaljševanje 72 7 min  
konec 10 ∞  
 
3.2.3 Agarozna gelska elektroforeza 
Pomnožene fragmente DNA smo ločili na 1-odstotnem agaroznem gelu. Tega smo 
pripravili s segrevanjem 1 g agaroze v 100 ml pufra TAE v mikrovalovni pečici. Nekoliko 
ohlajeni mešanici smo dodali 6 μl etidijevega bromida (10 mg/ml). Za nanos na gel smo 
25 μl produkta PCR dodali 5 μl šestkratnega nanašalnega pufra. Da smo lahko določili 
velikost ločenih fragmentov, smo na gel nanesli standard velikosti DNA GeneRuler 1 kb 
Plus. Elektroforeza je potekala od 40 do 45 minut pri 110 do 115 V v pufru TAE. Gel 
smo slikali pod UV-lučjo.  
24 
 
3.2.4 Izolacija fragmentov DNA iz agaroznega gela 
Pomnožene fragmente DNA smo izrezali iz gela in jih izolirali s kompletom reagentov 
GeneJet PCR Purification kit (Thermo Fisher Scientific) ali Gel extraction kit S-line 
(Peqlab) po navodilih proizvajalca, le da smo za elucijo uporabili MQ. Izoliranim 
fragmentom DNA smo določili koncentracijo na spektrofotometru NanoDrop. 
3.2.5 Rezanje vektorske DNA z restriktazo DpnI 
Pomnožen vektor smo pred sestavljanjem po Gibsonu rezali z encimom DpnI, ki reže 
samo metilirano DNA. S tem smo se znebili matrične DNA. Sestava reakcijske mešanice 
je zapisana v preglednici 10. Po dveurni inkubaciji pri 37 °C smo produkt očistili s 
kompletom reagentov za izolacijo fragmentov DNA iz agaroznega gela GeneJet PCR 
Purification kit (Thermo Fisher Scientific) ali Gel extraction kit S-line (Peqlab) po 
navodilih proizvajalca, le da smo za elucijo uporabili MQ. Koncentracijo fragmenta DNA 
smo določili na spektrofotometru NanoDrop. 
Preglednica 10: Reakcijska mešanica restrikcije z DpnI. 
 V (μl) 
očiščen produkt PCR 30 
restrikcijski encim DpnI (10 U/μl) 2 
desetkratni pufer NEB 2 4 
MQ 4 
  Skupni volumen = 40 μl 
 
3.2.6 Metoda sestavljanja po Gibsonu 
V 15 μl predhodno pripravljene reakcijske mešanice (preglednica 11), ki je vsebovala 
dNTP, eksonukleazo T5, DNA-polimerazo Phusion in DNA-ligazo Taq, smo dodali 30 
ng posameznega segmenta DNA, po potrebi dopolnili z MQ do skupnega volumna 20 μl 
in inkubirali eno uro pri 50 °C. Nato smo celotno mešanico uporabili za transformacijo 
kompetentnih bakterijskih celic E. coli DH5α. 
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Preglednica 11: Reakcijska mešanica za sestavljanje po Gibsonu. 
 V (μl) 
petkratni izotermalni reakcijski pufer za 
sestavljanje po Gibsonu 
320 
eksonukleaza T5 (10 U/μl) 0,64 
DNA-polimeraza Phusion (2 U/μl) 20 
DNA-ligaza Taq (40 U/μl) 150 
MQ dopolnimo do 1200 
* 15 μl alikvote shranjujemo pri -20 °C. 
3.2.7 Transformacija E. coli 
Za transformacijo kompetentnih bakterijskih celic E. coli DH5α z Gibsonovo mešanico 
(skupni volumen 20 μl) smo uporabili 200 μl celic, za namnoževanje že pripravljenih 
vektorjev pa smo uporabili 60 μl celic in 50 ng vektorja. Celice so bile predhodno 
shranjene pri -80 °C. Izvedli smo metodo transformacije s toplotnim šokom po naslednjih 
korakih: 
 odtajanje zamrznjenih celic na ledu, 
 dodatek Gibsonove mešanice ali vektorja, 
 inkubacija na ledu (20 minut), 
 toplotni šok (42 °C, 1 minuta), 
 inkubacija na ledu (5 minut), 
 dodatek gojišča LB (1 ml), 
 inkubacija ob stresanju (37 °C, 60 minut, 650 vrt./min), 
 centrifugiranje (3 minute, 3287 × g), 
 resuspendiranje v manjšem volumnu supernatanta, 
 razmaz na trdno gojišče LB z dodanim ampicilinom, 
 inkubacija (37 °C, od 16 do 18 ur). 
Po prekonočni inkubaciji smo zrasle kolonije s sterilnimi pipetnimi nastavki vcepili v 
10 ml tekočega gojišča LB, ki smo mu dodali 15 μl ampicilina s koncentracijo 50 mg/ml 
in ponovno inkubirali pri 37 °C od 16 do 18 ur s stresanjem (200 vrt./min). 
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3.2.8 Izolacija vektorske DNA iz bakterijskih sevov 
Za izolacijo vektorske DNA iz bakterijskih celic v tekočem gojišču smo uporabili 
komplet GeneJet Plasmid MiniPrep Kit (Thermo Scientific) po navodilih proizvajalca, le 
da smo za elucijo vektorske DNA uporabili MQ. Izolirani vektorski DNA smo določili 
koncentracijo s spektrofotometrom NanoDrop. 
3.2.9 Restrikcijska analiza in PCR na osnovi kolonije 
Prisotnost želenih zapisov v vektorjih pcDNA3 smo najprej preverili z restrikcijsko 
analizo ali z reakcijo PCR na osnovi kolonije (ang. colony PCR). Za restrikcijsko analizo 
smo uporabili encima EcoRI in XbaI, saj genski vključki vsebujejo ustrezni restrikcijski 
mesti na začetku in koncu. Reakcijska mešanica za restrikcijsko analizo je zapisana v 
preglednici 12. Reakcijsko mešanico smo inkubirali 60 minut pri 37 °C. Produkte reakcije 
smo preverili z elektroforezo na 1-odstotnem agaroznem gelu. 
Preglednica 12: Reakcijska mešanica za restrikcijsko analizo. 
 Količina 
vektorska DNA 400-500 ng 
desetkratni pufer NEB 4 2 μl 
EcoRI (10 U/μl) 0,5 μl 
XbaI (10 U/μl) 0,5 μl 
MQ dopolnimo do 20 μl 
 
Za reakcijo PCR na osnovi kolonije smo uporabili DNA-polimerazo DreamTaq. 
Reakcijska mešanica in temperaturni program sta zapisana v preglednicah 13 in 14. 
Produkte reakcije smo preverili z elektroforezo na 1-odstotnem agaroznem gelu. 
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Preglednica 13: Reakcijska mešanica za reakcijo PCR na osnovi kolonije. 
 V (μl) 
dvakratni Master Mix DreamTaq 10 
smerni začetni oligonukleotid (20 μM) 1 
protismerni začetni oligonukleotid (20 μM) 1 
MQ 8 
 skupni volumen = 20 μl 
 
Preglednica 14: Temperaturni program za reakcijo PCR na osnovi kolonije. 
 Temperatura (°C) Čas  
začetna denaturacija 95 5 min  
denaturacija 95 1 min  
prileganje začetnih oligonukleotidov 55 27 s 35 ponovitev 
podaljševanje 72 2,5 min  
zaključno podaljševanje 72 7 min  
konec 10 ∞  
 
3.2.10 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Vektorsko DNA, za katero smo na podlagi restrikcijske analize ali reakcije PCR na osnovi 
kolonije domnevali, da je pravilno sestavljena, smo poslali na sekvenciranje podjetju 
Eurofins Genomics (prej GATC Biotech), da smo potrdili pravilnost nukleotidnega 
zaporedja vključkov. Vektorsko DNA smo pripravili, kot je opisano v preglednici 15. 
Ujemanje dobljenega nukleotidnega zaporedja z načrtovanim smo preverili s programom 
Genome Compiler. 
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Preglednica 15: Priprava vektorske DNA za določanje nukleotidnega zaporedja. 
 Količina 
vektorska DNA 400-500 ng 
začetni oligonukleotid (20 μM) 1 μl 
MQ  dopolnimo do 10 μl 
 
3.2.11 Gojenje sesalskih celic  
Delo s sesalskimi celicami, z izjemo lize celic, je potekalo v biološkem varnostnem 
kabinetu. Celice HEK293T in HEK293 smo gojili v gojišču DMEM z 10-odstotnim FBS 
v inkubatorju pri 37 °C in 5-odstotnim CO2. 
Celice za transfekcijo smo nacepili v ustrezne mikrotitrske plošče za določen eksperiment 
(preglednica 16) po naslednjem postopku tripsinizacije: 
 iz stekleničke za gojenje celičnih kultur smo odstranili gojišče in sprali s PBS (od 
6 do10 ml), 
 dodali smo 2 ml tripsina (0,5 g/l) in pustili nekaj minut, da se celice odlepijo, 
 celice v steklenički smo sprali z gojiščem (8 ml), vsebino smo prenesli v plastično 
centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 300 × g, 
 celice smo resuspendirali v svežem gojišču, 
 celice smo prešteli z napravo za avtomatsko štetje celic (10 μl resuspendiranih 
celic smo zmešali z 10 μl barvila tripan modro in nanesli na števno komoro), 
 viabilnost celic je morala biti več kot 90-odstotna, 
 po vsaj 16 urah v inkubatorju in ustrezni preraščenosti smo celice transficirali. 
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Preglednica 16: Uporabljene mikrotitrske plošče in količine celic za določen eksperiment. 
 Število celic na 
vdolbinico 
Skupni volumen Eksperiment 
mikrotitrska plošča 
s 96 vdolbinicami 
2,8 × 104 100 μl dvojni luciferazni 
test 
plošča za 
mikroskopiranje z 
8 vdolbinicami 
3 × 104 250 μl fluorescenčna 
konfokalna 
mikroskopija 
plošča s 6 
vdolbinicami 
8 × 105 2 ml prenos western 
 
3.2.12 Transfekcija sesalskih celic 
Celice smo transficirali pri okoli 70-odstotni preraščenosti. Za transfekcijo smo uporabili 
transfekcijski reagent PEI. Reagent PEI smo dodajali v razmerju 6 μl na 500 ng DNA. Za 
redčenje reagenta smo uporabili 150 mM raztopino NaCl. Za redčenje vektorske DNA do 
koncentracije 50 ng/μl smo prav tako uporabili 150 mM raztopino NaCl. Za transfekcijo 
smo uporabili različne kombinacije in razmerja vektorjev. Načrt transfekcije za analizo 
lokalizacije načrtovanih fuzijskih proteinov s fluorescenčno konfokalno mikroskopijo je 
prikazan v preglednici 18. Primer načrta transfekcije za dvojni luciferazni test je v prilogi 
3. Načrt transfekcije za preverjanje izražanja načrtovanih fuzijskih proteinov z metodo 
prenosa western je v prilogi 4. 
Maso DNA v posamezni vdolbinici smo izenačili z dodatkom praznega vektorja 
pcDNA3. Skupne količine vektorske DNA in reagenta PEI, ki smo ju uporabili za 
transfekcijo celic v različnih mikrotitrskih ploščah, so zapisane v preglednici 17. 
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Preglednica 17: Za transfekcijo uporabljena količina DNA in reagenta PEI. 
 Masa DNA na 
vdolbinico 
Volumen 
DNA na 
vdolbinico 
Volumen 
reagenta PEI v 
NaCl na 
vdolbinico 
Volumen 
reagenta PEI 
na vdolbinico 
mikrotitrska 
plošča s 96 
vdolbinicami 
200 ng 10 μl 10 μl 2,4 μl 
plošča za 
mikroskopiranje 
z 8 
vdolbinicami 
300 ng 25 μl 25 μl 3,6 μl 
plošča s 6 
vdolbinicami 
2000 ng 100 μl 100 μl 24 μl 
 
Raztopine vektorske DNA in reagenta PEI v NaCl smo zmešali v razmerju 1:1. 
Transfekcijsko mešanico smo pustili od 20 do 30 minut pri sobni temperaturi in nato 
transficirali celice. Za transfekcijo celic v mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami smo 
uporabili 20 μl transfekcijske mešanice na vdolbinico, za transfekcijo celic v plošči za 
mikroskopiranje z 8 vdolbinicami 50 μl transfekcijske mešanice na vdolbinico, za 
transfekcijo celic v plošči s 6 vdolbinicami pa 200 μl transfekcijske mešanice na 
vdolbinico. Celice smo vrnili v inkubator. 
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Preglednica 18: Načrt transfekcije za analizo lokalizacije načrtovanih fuzijskih proteinov s 
fluorescenčno konfokalno mikroskopijo. 
 
3.2.13 Stimulacija sesalskih celic s kalcijevim ionoforom 
Pred izvedbo dvojnega luciferaznega testa in analizo lokalizacije s fluorescenčnim 
konfokalnim mikroskopom smo celice od 20 do 24 ur po transfekciji stimulirali s 
kalcijevim ionoforom A23187 (založna raztopina pripravljena v DMSO ali etanolu). 
Ionofor A23187 tvori komplekse z dvovalentnimi kationi in se pogosto uporablja za 
povečanje znotrajcelične koncentracije kalcijevih ionov [128]. 
Celicam smo odstranili gojišče in ga nadomestili z gojiščem, pripravljenim po naslednjih 
korakih. V sveže gojišče DMEM z 10-odstotnim FBS smo dodali delovno raztopino 
ionofora v PBS s koncentracijo 100 μM, tako da je bila končna koncentracija ionofora v 
vdolbinicah 5 μM. V gojišče smo dodali tudi 100 mM raztopino CaCl2, tako da je bila 
koncentracija dodanega CaCl2 v vdolbinicah 2 mM. Ker je kalcij že prisoten v gojišču 
DMEM, je skupna koncentracija kalcija v vdolbinicah znašala 4 mM. Celicam, ki jih 
nismo želeli stimulirati, smo zamenjali samo gojišče DMEM z 10-odstotnim FBS, brez 
Skupna masa DNA (ng) 300
V DNA na vdolbinico (μl) 25 Na vdolbinico Skupaj
V PEI na vdolbinico (μl) 25 PEI (μl) 3,6 31,7
Št. plošč 1 NaCl (μl) 21,4 188,3
Št. vdolbinic 8
Delovna konc. DNA (ng/μl) 50
1 vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
VPR:CaM 0,0 0,0 0,0 2
MKII:TALE 0,0 0,0 0,0
pcDNA 300,0 6,0 13,2
NaCl 19,0 41,8
2 vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
VPR:CaM 100,0 2,0 4,4 2
MKII:TALE 0,0 0,0 0,0
pcDNA 200,0 4,0 8,8
NaCl 19,0 41,8
3 vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
VPR:CaM 0,0 0,0 0,0 2
MKII:TALE 200,0 4,0 8,8
pcDNA 100,0 2,0 4,4
NaCl 19,0 41,8
4 vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
VPR:CaM 100,0 2,0 4,4 2
MKII:TALE 200,0 4,0 8,8
pcDNA 0,0 0,0 0,0
NaCl 19,0 41,8
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dodanega ionofora in CaCl2. Po menjavi gojišča smo celice vrnili v inkubator za štiri ure 
v primeru dvojnega luciferaznega testa oziroma za eno uro za fluorescenčno konfokalno 
mikroskopijo. 
3.2.14 Dvojni luciferazni test 
Aktivacijo v celice vnesenega vezja smo spremljali z merjenjem luminiscence preko 
poročevalskega vektorja z vezavnimi mesti za pripravljeni transkripcijski dejavnik in 
zapisom za kresničkino luciferazo. Za merjenje luminiscence smo uporabili čitalnik 
mikrotitrskih plošč Orion II (Berthold detection systems). 
Za transfekcijo celic HEK293T smo uporabili različna razmerja vektorjev z zapisom za 
konstrukte z DNA-vezavno domeno in z aktivacijsko domeno transkripcijskega 
dejavnika. Primer načrta za transfekcijo je v prilogi 3. 
Poleg vektorjev z zapisi za del transkripcijskega dejavnika smo celice transficirali še z 
dvema vektorjema. 10AB_Pmin_fLuc je luciferazni poročevalski vektor (plazmidni 
vektor pGL4.16), ki vsebuje zapis za kresničkino luciferazo pod kontrolo minimalnega 
promotorja (priloga 2) in vsebuje vezavna mesta za uporabljeno DNA-vezavno domeno. 
Vektor rLuc vsebuje zapis za luciferazo Renilla pod kontrolo konstitutivnega promotorja. 
Nukleotidno zaporedje vezavnih mest je prikazano v prilogi 5, aminokislinsko zaporedje 
kresničkine luciferaze pa je prikazano v prilogi 6. Celice smo transficirali s 150 ng ali 50 
ng poročevalskega vektorja z zapisom za kresničkino luciferazo in s 5 ng poročevalskega 
vektorja z zapisom za luciferazo Renilla. 
Po štiriurni stimulaciji smo transficirane celice lizirali v 25 μl liznega pufra. Pufer za 
določanje aktivnosti kresničkine luciferaze je vseboval luciferazni pufer, CoA, DTT, ATP 
in D-luciferin. Pufer za določanje aktivnosti luciferaze Renilla je vseboval renilni pufer 
in koelenterazin (ctz), kot je opisano v poglavju 3.1.2. 
Luminiscenco kresničkine (fLuc) in luciferaze Renilla (rLuc) merimo ločeno v istem 
vzorcu, saj imata encima različna substrata in delujeta pri različnih pH. Za razliko od 
kresničkine luciferaze se luciferaza Renilla izraža konstitutivno in nam daje informacijo 
o učinkovitosti transfekcije celic. Vrednosti kresničkine luciferaze smo normalizirali na 
vrednost luciferaze Renilla in dobili relativne lucifrazne enote (RLE). 
3.2.15 Fiksacija in označevanje celic HEK293 s protitelesi 
Celice HEK293 za opazovanje s fluorescenčnim konfokalnim mikroskopom smo nacepili 
v ploščo za mikroskopiranje z 8 vdolbinicami in jih naslednji dan transficirali. Načrt 
transfekcije je v poglavju 3.2.12 v preglednici 18. 
Naslednji dan smo celice po enourni stimulaciji s kalcijevim ionoforom A23187 fiksirali 
in označili s protitelesi po naslednjem postopku: 
33 
 
• Celicam odstranimo gojišče in enkrat speremo s PBS, 
• fiksiramo v raztopini 4-odstotnega paraformaldehida (PFA) in 0,1-odstotnega 
tritona (15-minutna inkubacija pri sobni temperaturi),  
• trikrat speremo s PBS, 
• blokiramo s 3-odstotnim BSA (30-minutna inkubacija pri sobni temperaturi), 
• inkubiramo s primarnimi protitelesi v 3-odstotnem BSA (60-minutna 
inkubacija pri sobni temperaturi), 
• trikrat speremo z 1-odstotnim BSA, 
• inkubiramo s sekundarnimi protitelesi v 3-odstotnem BSA (45-minutna 
inkubacija pri sobni temperaturi v temi), 
• enkrat speremo s PBS. 
V vsakem koraku je volumen dodanega reagenta znašal 150 μl. Protitelesa smo redčili v 
3-odstotnem BSA, pri čemer smo primarna protitelesa redčili petdesetkrat, sekundarna 
protitelesa, konjugirana z barvilom Alexa Fluor, pa dvatisočkrat. Raztopine BSA smo 
pripravili v PBS. Celice smo za opazovanje pod mikroskopom pustili v PBS. 
3.2.16 Fluorescenčna konfokalna mikroskopija 
Lokalizacijo izraženih proteinov smo analizirali s fluorescenčnim konfokalnim 
mikroskopom Leica TCS SP5 na stojalu Leica DMI 6000 CS (Leica Microsystems). Za 
analizo slik smo uporabili program Leica LAS X. 
Uporabljali smo oljni imerzijski objektiv s štiridesetkratno povečavo. Za vzbujanje 
sekundarnih protiteles, konjugiranih z barvilom Alexa Fluor 488, smo uporabili argonski 
laser (488 nm), oddano fluorescenco pa smo zaznavali v območju med 500 in 540 nm. Za 
vzbujanje sekundarnih protiteles, konjugiranih z barvilom Alexa Fluor 647, smo uporabili 
laser HeNe (633 nm). Oddano fluorescenco smo zaznavali v območju med 650 in 690 nm. 
3.2.17 NaDS-PAGE 
Celice HEK293T smo nacepili v plošče s 6 vdolbinicami in jih naslednji dan transficirali. 
Načrt transfekcije je v prilogi 4. Po 48 urah smo celice lizirali v 500 μl liznega pufra. 
Proteine smo ločili s poliakrilamidno elektroforezo v prisotnosti denturanta natrijevega 
dodecilsulfata (NaDS-PAGE). Zbiralni in ločevalni poliakrilamidni gel smo pripravili kot 
je opisano v preglednici 19. 
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Preglednica 19: Sestava zbiralnega in ločevalnega gela za NaDS-PAGE. 
Zbiralni gel (4-odstotni) V 
MQ 5,95 ml 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 2,5 ml 
10-odstotni (w/v) NaDS 100 μl 
30-odstotni akrilamid/bisakrilamid 1,34 ml 
10-odstotni APS 100 μl 
TEMED 10 μl 
  
Ločevalni gel (12-odstotni) V 
MQ 6,4 ml 
1,5 M Tris, pH 8,8 5,2 ml 
10-odstotni (w/v) NaDS 200 μl 
30-odstotni akrilamid/bisakrilamid 8 ml 
10-odstotni APS 200 μl 
TEMED 20 μl 
 
Pred nanosom na gel smo določili celokupno koncentracijo proteinov v vzorcih z metodo 
z bicinhoninsko kislino (BCA), opisano v poglavju 3.2.18. Za nanos na gel smo volumnu 
vzorca, ki je ustrezal 30 μg proteinov, dodali PBS in 12 μl dvakratnega reducirajočega 
vzorčnega pufra z NaDS. Končni volumen vzorcev za nanos na gel je znašal 24 μl. Vzorce 
smo pred nanosom na gel segrevali 5 minut pri 95 °C. Da smo lahko določili velikost 
proteinov, smo na gel nanesli standard velikosti proteinov PageRuler Plus. Elektroforeza 
je potekala 45 minut na 200 V. 
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3.2.18 Določaje koncentracije proteinov z bicinhoninsko kislino 
Celokupno koncentracijo proteinov v celičnih lizatih smo določili z metodo z 
bicinhoninsko kislino (BCA), pri kateri peptidne vezi reducirajo bakrove (II) ione v 
alkalni raztopini v bakrove (I) ione. Ti se nato kompleksno vežejo z bicinhoninsko kislino. 
Nastali kompleks je vijolične barve z absorbcijskim vrhom pri 562 nm [129]. Iz 
umeritvene krivulje standarda (BSA) smo določili koncentracijo proteinov v vzorcih. 
3.2.19 Prenos western in imunodetekcija 
Izražanje načrtovanih fuzijskih proteinov smo analizirali z metodo prenosa western in 
imunodetekcijo. 
Ločitvi proteinov z NaDS-PAGE je sledil mokri prenos na nitrocelulozno membrano. 
Prenos je potekal 90 minut pri konstantnem toku 350 mA v pufru za prenos. Membrano 
smo nato preko noči inkubirali v pufru za blokiranje pri 4 °C. Membrano smo razrezali 
na tri dele ter jih inkubirali z ustreznimi primarnimi protitelesi proti označevalcem Myc, 
HA ali His, redčenimi v pufru za blokiranje v razmerju 1:1000. Vse tri dele smo inkubirali 
s primarnimi protitelesi proti β-aktinu, redčenimi v pufru za blokiranje v razmerju 1:2000 
(skupni volumen 3 ml). Po 90-minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo membrane 
sprali s pufrom za spiranje štirikrat po 5 minut. Sledila je 45-minutna inkubacija z 
ustreznimi sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi s hrenovo peroksidazo, redčenimi v 
pufru za blokiranje v razmerju 1:3000 (skupni volumen 3 ml). Po ponovnem spiranju smo 
vse dele membrane skupaj inkubirali tri minute s kemiluminiscentnim substratom in 
detektirali prisotnost protiteles z napravo za slikanje G-Box. 
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4 Rezultati  
4.1 Pripravljeni genetski konstrukti 
V okviru magistrske naloge smo pripravili transkripcijski dejavnik iz dveh delov. 
Aktivnost pripravljenega reporterskega sistema smo nadzorovali z uravnavanjem 
koncentracije prostih kalcijevih ionov v celicah. 
Prvi del transkripcijskega dejavnika smo pripravili s fuzijo tarčnega peptida za 
kalmodulin iz CaMKII (MKII) in efektorja TAL. Uporabili smo zaporedje efektorja TAL 
#1257, ki so ga objavili Sander in sodelavci [130]. Izbrani efektor TAL smo po zgledu 
slovenske ekipe iGEM 2012 poimenovali TALE[A] [131]. Na sliki 5 so prikazani 
aminokislinski ostanki RVD in vezavno mesto TALE[A] na DNA. Poročevalski vektor z 
zapisom za kresničkino luciferazo vsebuje deset zaporednih ponovitev vezavnih mest za 
TALE[A], poleg tega vsebuje tudi deset zaporednih ponovitev vezavnih mest za 
TALE[B]. Zaporedje TALE[B] so prav tako objavili Sander in sodelavci pod imenom 
efektor TAL #1297 [130]. Nukleotidno zaporedje vezavnih mest v poročevalskem 
vektorju je prikazano v prilogi 5. 
 
Slika 5: Prikaz aminokislinskih ostankov RVD (zgoraj) in vezavno mesto DNA-vezavne domene 
TALE[A] (spodaj). Vezavno zaporedje je navedeno v smeri od 5' do 3'. Začetni timidin je označen 
s »t«. RVD polovične ponovitve na C-končnem delu je prikazan kot manjši pravokotnik. Povzeto 
po [130]. 
Drugi del smo pripravili s fuzijo kalmodulina in aktivacijske domene VPR, ki je 
sestavljena iz treh aktivacijskih domen (VP64, p65 in Rta) in zato omogoča močnejšo 
aktivacijo genov, kot bi jo dosegli z uporabo posameznih domen. 
Z metodo sestavljanja po Gibsonu smo pripravili osem genetskih konstruktov z različnim 
zaporedjem aktivacijske in DNA-vezavne domene. Vključke smo shematsko prikazali na 
sliki 6, aminokislinska zaporedja pripravljenih fuzijskih proteinov pa so zapisana v prilogi 
1. Domene povezuje fleksibilni peptidni povezovalec iz desetih ali trinajstih 
aminokislinskih ostankov glicina in serina. Za zaznavanje fuzijskih proteinov smo v 
konstruktih uporabili različne označevalce. Za lokalizacijo fuzijskih proteinov v jedru 
celic smo nekaterim konstruktom dodali jedrne lokalizacijske signale. V nekaterih 
konstruktih smo uporabili tudi kalmodulin s točkovno mutacijo E104Q, ki ima manjšo 
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afiniteto za vezavo kalcija [123]. Konstrukti s kalmodulinom E104Q bi bili uporabni v 
primeru neželene aktivacije sistema pri koncentraciji kalcija v mirovanju. 
 
Slika 6: Shematski prikaz genetskih vključkov, vstavljenih v fagmidni vektor pcDNA3. Velikost 
posameznih delov ni prikazana v merilu. Vključki so pod nadzorom konstitutivnega 
citomegalovirusnega promotorja (PCMV). Pomen oznak: Myc: označevalec Myc; MKII: tarčni 
peptid iz od kalcija in kalmodulina odvisne protein kinaze II; GS10/GS13: peptidni povezovalec 
iz desetih ali trinajstih aminokislinskih ostankov glicina in serina; His: histidinski označevalec; 
3xFlag: označevalec 3xFlag; NLS: jedrni lokalizacijski signal (ang. nuclear localization signal); 
HA: označevalec HA; CaM: kalmodulin; CaM (E104Q): kalmodulin s točkovno mutacijo E104Q. 
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4.2 Aktivnost sistema za uravnavanje transkripcije 
Učinkovitost aktivacije transkripcije poročevalskega gena smo spremljali z dvojnim 
luciferaznim testom. Poročevalski vektor z zapisom za kresničkino luciferazo vsebuje 
deset kopij vezavnih mest za TALE[A] 5' od minimalnega promotorja. Učinkovitost 
aktivacije transkripcije smo testirali v celicah HEK293T. 
Pričakovali smo, da se bo načrtovani transkripcijski dejavnik ustrezno sestavil ob 
stimulaciji celic HEK293T s kalcijevim ionoforom A23187 in posledičnem dvigu 
znotrajcelične koncentracje kalcija. Ustrezno sestavljen transkripcijski dejavnik bo nato 
sprožil izražanje poročevalskega gena. Shema delovanja transkripcijskega dejavnika je 
prikazana na sliki 7. 
 
Slika 7: Shema delovanja pripravljenega transkripcijskega dejavnika na osnovi interakcij med 
kalmodulinom (CaM) in tarčnim peptidom MKII. Načrtovani transkripcijski dejavnik se bo 
ustrezno sestavil ob prisotnosti kalcijevih ionov, ko se bo fuzijski protein CaM:VPR zaradi 
konformacijske spremembe vezal na tarčni peptid MKII, ki je preko efektorja TAL vezan na tarčno 
nukleotidno zaporedje v bližini promotorja. Ustrezno sestavljen transkripcijski dejavnik sproži 
izražanje poročevalskega gena. 
Najprej smo testirali aktivnost konstruktov brez dodanega jedrnega lokalizacijskega 
signala. Ker transkripcijski dejavniki delujejo v jedru, kjer se vežejo na tarčna zaporedja 
DNA in sprožijo transkripcijo, pričakujemo, da v primeru konstruktov brez dodanega 
jedrnega lokalizacijskega signala do aktivacije transkripcije ne bo prišlo. Rezultati 
dvojnega luciferaznega testa so prikazani na sliki 8. Za transfekcijo celic HEK293T smo 
uporabili različna razmerja konstruktov z DNA-vezavno domeno in aktivacijsko domeno. 
Na sliki 8 vidimo, da do aktivacije transkripcije, ne glede na uporabljeno razmerje 
konstruktov z DNA-vezavno domeno in aktivacijsko domeno (1:1, 1:5, 1:10) in čas 
stimulacije (štiri ali deset ur) s kalcijevim ionoforom A23187, ni prišlo. Vrednosti RLE 
pri stimuliranih in nestimuliranih celicah, transficiranih samo z enim konstruktom od 
parov, z dvema konstruktoma in pri netransficiranih celicah (na grafu označeno kot 0 ng) 
se ne razlikujejo bistveno in se ne dvignejo nad 0,25. Po deseturni stimulaciji je opažen 
rahel upad signala v primerjavi s štiriurno stimulacijo, zato smo v nadaljevanju celice 
stimulirali štiri ure. 
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Slika 8: Grafični prikaz aktivnosti konstruktov brez dodanih jedrnih lokalizacijskih signalov 
Myc:MKII:GS10:TALE[A] in VPR:GS13:CaM:HA. Za transfekcijo uporabljena količina 
poročevalskega vektorja z zapisom za kresničkino luciferazo: 150 ng, čas stimulacije: štiri ure 
(a, b levo) in deset ur (b desno). Vrednosti RLE pri vseh uporabljenih razmerjih konstruktov se 
gibajo okoli nič v primeru stimuliranih in nestimuliranih celic. 
V nadaljevanju smo testirali konstrukte z dodanim jedrnim lokalizacijskim signalom. 
Pričakujemo, da bo do aktivacije transkripcije prišlo le v primeru kotransfekcije s 
konstrukti z DNA-vezavno domeno in aktivacijsko domeno. 
Iz rezultatov na sliki 9 je razvidno, da pari konstruktov 
CaM::NLS:VPR/NLS:TALE[A]:NLS::MKII, 
CaM::NLS:VPR/MKII::NLS:TALE[A]:NLS, 
NLS:VPR::CaM/NLS:TALE[A]:NLS::MKII in 
NLS:VPR::CaM/MKII::NLS:TALE[A]:NLS niso sprožili transkripcije, ne glede na 
uporabljeno razmerje vektorske DNA. Količina vektorja z zapisom za konstrukte z DNA-
vezavno domeno TALE[A] je bila konstanta (25 ng), spreminjali pa smo količino vektorja 
z zapisom za konstrukte z aktivacijsko domeno (od 0 do 100 ng). Vrednosti RLE pri 
nestimuliranih in stimuliranih celicah se ne razlikujejo bistveno in se ne dvignejo nad 
0,012. 
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Slika 9: Grafični prikaz aktivnosti konstruktov His:NLS:VPR:GS10:CaM:HA, 
CaM:GS10:NLS:VPR, His:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS:GS10:MKII in 
Myc:MKII:GS10:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS. Za transfekcijo uporabljena količina 
poročevalskega vektorja z zapisom za kresničkino luciferazo: 50 ng. Vrednosti RLE pri vseh 
uporabljenih razmerjih konstruktov se gibajo okoli nič v primeru stimuliranih in nestimuliranih 
celic. 
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V nadaljevanju smo poleg spreminjanja količine vektorja z aktivacijsko domeno (od 
25 ng do 135 ng), uporabili tudi različne količine vektorja z zapisom za DNA-vezavno 
domeno TALE[A], spojeno z MKII (od 5 ng do 50 ng). 
Na sliki 10 so prikazani rezultati dvojnega luciferaznega testa za par konstruktov 
NLS:VPR::CaM:/MKII::NLS:TALE[A]:NLS. Vrednosti RLE pri vseh uporabljenih 
razmerjih posameznega vektorja z zapisom za del transkripcijskega dejavnika se gibajo 
okoli nič v primeru nestimuliranih in stimuliranih celic. Kot pozitivno kontrolo smo 
uporabili konstrukt NFAT-N::TALE[A]::VP16 (aminokislinsko zaporedje je zapisano v 
prilogi 6). Transkripcijski dejavniki iz družine NFAT so regulirani s kalcijevo 
signalizacijo. Ko kalmodulin aktivira serin/treonin fosfatazo kalcinevrin, lahko ta 
defosforilira nekatere aminokislinske ostanke proteinov NFAT, kar vodi v 
konformacijsko spremembo in izpostavitev jedrnega lokalizacijskega signala [132]. Po 
stimulaciji s kalcijevim ionoforom A23187 je prišlo do desetkratne aktivacije 
transkripcije v primerjavi z nestimuliranimi celicami. 
 
Slika 10: Grafični prikaz aktivnosti konstruktov His:NLS:VPR:GS10:CaM:HA in 
Myc:MKII:GS10:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS. Za transfekcijo uporabljena količina 
poročevalskega vektorja z zapisom za kresničkino luciferazo: 50 ng. Vrednosti RLE pri vseh 
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uporabljenih razmerjih konstruktov se gibajo okoli nič v primeru stimuliranih in nestimuliranih 
celic. V primeru pozitivne kontrole (NFAT-N::TALE[A]::VP16) je po stimulaciji celic prišlo do 
desetkratne aktivacije transkripcije v primerjavi z nestimuliranimi celicami. 
Na sliki 11 so prikazani rezultati luciferazne aktivnosti za par konstruktov 
NLS:VPR::CaM/NLS:TALE[A]:NLS::MKII. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 
konstrukt TALE[A]::VPR (aminokislinsko zaporedje je zapisano v prilogi 6). Slednji 
deluje neodvisno od kalcija in učinkovito sproži transkripcijo tudi v nestimuliranih 
celicah. Dosežene vrednosti RLE so višje od 100. Z uporabo različnih razmerij vektorjev 
z zapisom za del transkripcijskega dejavnika aktivacije transkripcije ponovno nismo 
dosegli. Vrednosti RLE v primeru stimuliranih in nestimuliranih celic so primerljive in 
se ne dvignejo nad 0,04. 
 
Slika 11: Grafični prikaz aktivnosti konstruktov His:NLS:VPR:GS10:CaM:HA in 
His:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS:GS10:MKII. Za transfekcijo uporabljena količina 
poročevalskega vektorja z zapisom za kresničkino luciferazo: 50 ng. Vrednosti RLE pri vseh 
uporabljenih razmerjih konstruktov se gibajo okoli nič v primeru stimuliranih in nestimuliranih 
celic. V primeru pozitivne kontrole (TALE[A]::VPR) so dosežene vrednosti RLE višje od 100. 
Na sliki 12 so prikazani rezultati dvojnega luciferaznega testa za par konstruktov 
CaM::NLS:VPR/NLS:TALE[A]:NLS::MKII. Vrednosti RLE so v primeru stimuliranih 
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in nestimuliranih celic primerljive in se ne dvignejo nad 0,04. Aktivacije transkripcije 
nismo dosegli. Pozitivna kontrola je ponovno konstrukt TALE[A]::VPR, s katerim smo 
tako kot v prejšnjem primeru dosegli vrednosti RLE nad 100. 
 
Slika 12: Grafični prikaz aktivnosti konstruktov CaM:GS10:NLS:VPR in 
His:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS:GS10:MKII. Za transfekcijo uporabljena količina 
poročevalskega vektorja z zapisom za kresničkino luciferazo: 50 ng. Vrednosti RLE pri vseh 
uporabljenih razmerjih konstruktov se gibajo okoli nič v primeru stimuliranih in nestimuliranih 
celic. V primeru pozitivne kontrole (TALE[A]::VPR) so dosežene vrednosti RLE višje od 100. 
Na sliki 13 so prikazani rezultati dvojnega luciferaznega testa za par konstruktov 
CaM::NLS:VPR/MKII::NLS:TALE[A]:NLS. Aktivacije transkripcije nismo dosegli, 
vrednosti RLE so primerljive pri stimuliranih in nestimuliranih celicah. Pri pozitivni 
kontroli (konstrukt TALE[A]::VPR), s katero smo dosegli aktivacijo transkripcije, so 
vrednosti RLE ponovno višje od 100. 
44 
 
 
Slika 13: Grafični prikaz aktivnosti konstruktov CaM:GS10:NLS:VPR in 
Myc:MKII:GS10:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS. Za transfekcijo uporabljena količina 
poročevalskega vektorja z zapisom za kresničkino luciferazo: 50 ng. Vrednosti RLE pri vseh 
uporabljenih razmerjih konstruktov se gibajo okoli nič v primeru stimuliranih in nestimuliranih 
celic. V primeru pozitivne kontrole (TALE[A]::VPR) so dosežene vrednosti RLE višje od 100. 
Testirali smo konstrukte z različnim zaporedjem domen kalmodulin/VPR in 
MKII/TALE[A] in spreminjali količine in razmerja posameznih vektorjev z zapisom za 
del transkripcijskega dejavnika. Učinkovite aktivacije transkripcije nismo opazili v 
nobenem primeru. 
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4.3 Lokalizacija transkripcijskega dejavnika iz dveh delov 
Nezmožnost aktivacije transkripcije s pripravljenim transkripcijskim dejavnikom iz dveh 
delov je lahko posledica neustrezne lokalizacije bodisi posameznega dela bodisi 
sestavljenega transkripcijskega dejavnika. Da bi to možnost izključili, smo lokalizacijo 
analizirali s fluorescenčno konfokalno mikroskopijo. Za uspešno aktivacijo transkripcije 
se morata oba dela transkripcijskega dejavnika nahajati v jedru. 
Lokalizacijo smo analizirali v celicah HEK293. Za transfekcijo smo uporabili vektorja z 
zapisom za konstrukta MKII::NLS:TALE[A]:NLS in NLS:VPR::CaM. Konstrukta 
vsebujeta jedrni lokalizacijski signal in peptidne označevalce za detekcijo s protitelesi. 
Načrt transfekcije je prikazan v poglavju 3.2.12 v preglednici 18. 
Za detekcijo konstrukta z DNA-vezavno domeno smo uporabili primarno zajčje protitelo 
proti označevalcu Myc, za detekcijo konstrukta z aktivacijsko domeno pa smo uporabili 
primarno mišje protitelo proti označevalcu HA. Za detekcijo mišjih protiteles smo 
uporabili sekundarno kozje protitelo proti mišjim protitelesom, konjugirano z barvilom 
Alexa Fluor 488. Za detekcijo zajčjih protiteles smo uporabili sekundarno kozje protitelo 
proti zajčjim protitelesom, konjugirano z barvilom Alexa Fluor 647. Postopek 
označevanja celic z omenjenimi protitelesi je opisan v poglavju 3.2.15. 
Lokalizacijo smo analizirali v nestimuliranih celicah in celicah, ki smo jih stimulirali s 
kalcijevim ionoforom A23187. Na slikah 14 in 15 so prikazane mikroskopske slike celic, 
ki jih nismo stimulirali s kalcijevim ionoforom A23187, na slikah 16 in 17 pa so 
mikroskopske slike stimuliranih celic. Slika negativne kontrole (celice HEK293, 
transficirane s praznim vektorjem pcDNA3) je v prilogi 7. Modrozelena barva na slikah 
označuje fuzijski protein NLS:VPR::CaM, MKII::NLS:TALE[A]:NLS pa označuje 
vijolična barva. 
Na mikroskopskih slikah vidimo, da se v primeru stimuliranih in nestimuliranih celic 
fuzijski proteini večinoma nahajajo v jedrih. Izjemoma se nahajajo izven jedra oz. so 
lokalizirani po celotni celici. Razvidno je tudi, da nam s transfekcijo v celice ni uspelo 
vnesti primerljivih količin obeh konstruktov, saj lahko iz dobljenih rezultatov opazimo 
slabšo transfekcijo s konstruktom NLS:VPR::CaM ali pa se konstrukt slabše izraža. 
Tudi pri celicah, ki smo jih transficirali samo z enim od konstruktov, se ti večinoma 
nahajajo v jedrih. V primerjavi s celicami, transficiranimi z obema konstruktoma, smo 
opazili nekoliko več celic, kjer se fuzijski proteini nahajajo izven jedra. Med 
nestimuliranimi in celicami, stimuliranimi s kalcijevim ionoforom A23187, nismo opazili 
razlik. Mikroskopske slike celic, transficiranih samo z enim od konstruktov, so v prilogah 
8 in 9. 
46 
 
 
Slika 14: Lokalizacija fuzijskih proteinov v nestimuliranih celicah (merilo: 100 μm). Celice 
HEK293 smo transficirali s 100 ng vektorja z zapisom za His:NLS:VPR:GS10:CaM:HA 
(zelenomodra barva, zgoraj) in 200 ng vektorja z zapisom za 
Myc:MKII:GS10:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS (vijolična barva, spodaj). 
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Slika 15: Lokalizacija fuzijskih proteinov v nestimuliranih celicah (merilo: 50 μm in 25 μm). 
Celice HEK293 smo transficirali s 100 ng vektorja z zapisom za His:NLS:VPR:GS10:CaM:HA 
(zelenomodra barva, zgoraj) in 200 ng vektorja z zapisom za 
Myc:MKII:GS10:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS (vijolična barva, spodaj). 
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Slika 16: Lokalizacija fuzijskih proteinov v stimuliranih celicah (merilo: 100 μm in 50 μm). 
Celice HEK293 smo transficirali s 100 ng vektorja z zapisom za His:NLS:VPR:GS10:CaM:HA 
(zelenomodra barva, zgoraj) in 200 ng vektorja z zapisom za 
Myc:MKII:GS10:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS (vijolična barva, spodaj). 
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Slika 17: Lokalizacija fuzijskih proteinov v stimuliranih celicah (merilo: 25 μm). Celice 
HEK293 smo transficirali s 100 ng vektorja z zapisom za His:NLS:VPR:GS10:CaM:HA 
(zelenomodra barva, zgoraj) in 200 ng vektorja z zapisom za 
Myc:MKII:GS10:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS (vijolična barva, spodaj).  
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4.4 Izražanje transkripcijskega dejavnika iz dveh delov 
Nezmožnost aktivacije transkripcije s pripravljenim transkripcijskim dejavnikom iz dveh 
delov bi bila lahko posledica nezadostnega izražanja pripravljenih konstruktov. Izražanje 
smo analizirali z metodo prenosa western in imunodetekcijo. 
Za transfekcijo celic HEK293T smo uporabili vektorje z zapisom za proteine, ki vsebujejo 
peptidne označevalce za detekcijo s protitelesi. Načrt transfekcije je prikazan v prilogi 4. 
Kot negativno kontrolo smo za transfekcijo uporabili prazen vektor pcDNA3. Po prenosu 
western smo nitrocelulozno membrano razrezali na tri dele ter jih inkubirali z ustreznimi 
primarnimi protitelesi proti označevalcem Myc, HA in His. Kot kontrolo smo vse tri dele 
inkubirali tudi s primarnimi protitelesi proti β-aktinu. Postopek detekcije je opisan v 
poglavju 3.2.19. 
Rezultati, prikazani na sliki 18, nakazujejo na to, da se načrtovani genetski konstrukti v 
celicah HEK293T ne izražajo v primerljivih količinah. Izražanje konstruktov 
NLS:TALE[A]:NLS::MKII, NLS:VPR::CaM, NLS:VPR::CaM(E104Q), VPR::CaM je 
slabše od izražanja konstruktov MKII::NLS:TALE[A]:NLS in MKII::TALE[A]. Lise pri 
velikosti med 35 in 55 kDa predstavljajo β-aktin, ki je v vseh vzorcih v primerljivih 
količinah. Različnih afinitet vezave primarnih protiteles na epitope in afinitet sekundarnih 
protiteles za primarna protitelesa, nismo upoštevali. 
Konstrukti z DNA-vezavno domeno ustrezajo pričakovanim velikostim (od 84 do 
90 kDa). Konstrukti z aktivacijsko domeno so na membrani pri velikostih, večjih od 
pričakovanih 75 do 76 kDa. Pričakovano velikost proteinov smo na podlagi 
aminokislinskega zaporedja določili na spletni strani 
https://web.expasy.org/compute_pi/. 
 
Slika 18: Izražanje pripravljenih genetskih konstruktov, analizirano z metodo prenosa western 
in imunodetekcijo. Celice HEK293T smo transficirali z vektorji z zapisi za posamezen del 
transkripcijskega dejavnika, ki vsebujejo peptidne označevalce za detekcijo s protitelesi, ali s 
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praznim vektorjem pcDNA3. Lise pri velikosti med 35 in 55 kDa predstavljajo β-aktin. Prvo 
tretjino membrane smo inkubirali s primarnimi protitelesi proti oznaki His, drugo s protitelesi 
proti oznaki Myc, tretjo pa s protitelesi proti oznaki HA.  
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5 Razprava 
V okviru magistrske naloge smo želeli pripraviti sistem za uravnavanje izražanja genov 
na osnovi specifičnih interakcij med kalmodulinom in njegovim tarčnim peptidom MKII. 
Pripravili smo transkripcijski dejavnik iz dveh delov. Prvi del smo pripravili s fuzijo 
tarčnega peptida MKII in DNA-vezavne domene TALE[A], drugi del pa s fuzijo 
kalmodulina in aktivacijske domene VPR. S spreminjanjem DNA-vezavne domene lahko 
ciljamo poljubna zaporedja DNA. Z metodo sestavljanja po Gibsonu smo pripravili več 
genetskih konstruktov z različnim zaporedjem domen. Aktivnost pripravljenega sistema 
smo poskusili nadzorovati z uravnavanjem koncentracije prostih kalcijevih ionov v 
celicah. 
Učinkovitost aktivacije transkripcije poročevalskega gena smo spremljali z dvojnim 
luciferaznim testom v celicah HEK293T. Uporabili smo poročevalski vektor z zapisom 
za kresničkino luciferazo, ki vsebuje deset vezavnih mest za TALE[A] navzgor od 
minimalnega promotorja. 
Pričakovali smo, da se bo načrtovani transkripcijski dejavnik ustrezno sestavil ob 
stimulaciji celic s kalcijevim ionoforom A23187 in posledičnem dvigu znotrajcelične 
koncentracje kalcija. Fuzijski protein kalmodulin:VPR se bi zaradi konformacijske 
spremembe vezal na tarčni peptid MKII, ki je preko DNA-vezavne domene TALE[A] 
vezan na tarčno nukleotidno zaporedje v bližini promotorja. Ustrezno sestavljen 
transkripcijski dejavnik bi nato sprožil izražanje poročevalskega gena za kresničkino 
luciferazo. 
Testirali smo aktivnost konstruktov brez dodanega jedrnega lokalizacijskega signala 
(slika 8) in z dodanim jedrnim lokalizacijskim signalom (slike 9-13) ter različnim 
zaporedjem domen kalmodulin/VPR in MKII/TALE[A]. Ne glede na uporabljeno 
količino in razmerje posameznih vektorjev nismo dosegli aktivacije transkripcije. 
Vrednosti RLE med stimuliranimi in nestimuliranimi celicami se niso bistveno 
razlikovale in so se gibale okoli vrednosti nič. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 
konstrukta NFAT-N::TALE[A]::VP16 in TALE[A]::VPR, s katerima smo dosegli 
aktivacijo transkripcije. Pri transfekciji smo s spreminjanjem količine vektorjev z 
zapisom za posamezen del transkripcijskega dejavnika želeli doseči različno količino 
izraženih fuzijskih proteinov. Pričakovali smo, da bo učinkovitejše razmerje v korist 
konstruktov z aktivacijsko domeno VPR. 
Vpliv stehiometrije so upoštevali tudi Gao in sodelavci, ki so v vinski mušici pripravili 
transkripcijski poročevalec znotrajceličnega kalcija, ki zajame spremembe v aktivnosti 
nevronov v daljših časovnih obdobjih. Njihov sistem prav tako izkorišča interakcije med 
kalmodulinom in tarčnimi peptidi. Pripravili so fuzijo kalmodulina z aktivacijsko domeno 
p65 in fuzijo DNA-vezavne domene GAL4 s tarčnim peptidom MKII, ki smo ga po 
njihovem zgledu uporabili tudi v magistrski nalogi. Čeprav so pri številnih nevronih 
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zaznali močan signal, ga v nekaterih niso zaznali. Taka heterogenost bi lahko bila 
posledica razlik v aktivaciji nevronov, vendar so predvidevali, da bi lahko bila tudi 
posledica razlik v razmerju med izražanjem DNA-vezavne domene in aktivacijske 
domene. Če proteini z DNA-vezavno domeno prevladajo nad proteini z aktivacijsko 
domeno, proste DNA-vezavne domene tekmujejo s transkripcijsko aktivnimi dimeri, tudi 
če vse aktivacijske domene dimerizirajo z DNA-vezavnimi domenami. Z računalniškimi 
simulacijami so pokazali, da signal narašča z naraščanjem izražanja aktivacijske domene, 
z naraščanjem izražanja DNA-vezavne domene pa signal najprej narašča, nato pa pada 
(slika 19) [133]. 
 
Slika 19: Prikaz vpliva stehiometrije DBD/AD na intenziteto signala. Model temelji na 
konstruktih za delo z vinsko mušico. Signal narašča z naraščanjem deleža AD (levo), z 
naraščanjem deleža DBD signal najprej narašča, nato pa pada (desno) [133]. Pomen oznak: AD; 
aktivacijska domena, DBD; DNA-vezavna domena. 
Konstruktov s kalmodulinom s točkovno mutacijo E104Q nismo testirali. Uporaba teh 
konstruktov bi bila smiselna v primeru premočne aktivacije transkripcije pri fiziološki 
koncentraciji kalcija v mirovanju, saj ima mutant manjšo afiniteto za vezavo kalcija. 
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili konstrukt TALE[A]::VPR, s katerim smo dosegli 
aktivacijo transkripcije (vrednosti RLE so bile višje od sto). Zaporedje efektorja TAL je 
enako zaporedju v pripravljenih konstruktih, prav tako aktivacijska domena VPR. S 
pozitivno kontrolo smo tako pokazali, da se izbrani efektor TAL veže na tarčno zaporedje 
navzgor od minimalnega promotorja v poročevalskem vektorju, ter da domena VPR 
uspešno sproži aktivacijo transkripcije. Sklepamo, da razlog za neuspešno aktivacijo 
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transkripcije s pripravljenimi konstrukti verjetno ni neuspešna vezava DNA-vezavne 
domene na tarčno zaporedje. 
Neaktivnost pripravljenega sistema bi lahko bila tudi posledica neustrezne lokalizacije ali 
neizražanja enega ali obeh delov transkripcijskega dejavnika. Za aktivacijo transkripcije 
sta v jedru celic potrebna oba dela transkripcijskega dejavnika. Da bi ta možni razlog 
ovrgli, smo lokalizacijo fuzijskih proteinov analizirali s fluorescenčno konfokalno 
mikroskopijo na celicah HEK293. Za transfekcijo celic smo uporabili vektorja z zapisom 
za fuzijska proteina MKII::NLS:TALE[A]:NLS in NLS:VPR::CaM, ki vsebujeta jedrni 
lokalizacijski signal in peptidne označevalce za detekcijo s protitelesi. Zaradi dodanih 
jedrnih lokalizacijskih signalov bi pričakovali, da se oba dela transkripcijskega dejavnika 
nahajata v jedrih. Razlik v lokalizaciji pri nestimuliranih celicah in celicah, stimuliranih 
s kalcijevim ionoforom A23187, nismo pričakovali. 
Na mikroskopskih slikah (slike 14-17) vidimo, da se v primeru stimuliranih in 
nestimuliranih celic fuzijski proteini večinoma nahajajo v jedrih. Izjemoma so prisotni 
izven jedra oz. so lokalizirani po celotni celici. Vendar smo opazili, da celice pogosto 
niso enakomerno transficirane z obema konstruktoma. Neenakomerna transfekcija bi 
lahko bila razlog za nedelujoč sistem. Za zagotavljanje enakomerne transfekcije bi lahko 
pripravili in uporabili vektor, ki bi vseboval zapis za oba dela transkripcijskega dejavnika. 
Stehiometrijo konstruktov bi lahko uravnavali z izbiro različnih promotorjev. Zapisa bi 
lahko na primer povezali tudi z zapisom za peptid t2A, ki omogoča kotranslacijski 
nastanek dveh ločenih proteinov, čeprav je bil konstrukt pod kontrolo enega promotorja. 
Če bi namesto zaporedja za t2A uporabili zaporedje IRES (ang. internal ribosome entry 
site), bi lahko nadzorovali razmerje translacije v korist enega od delov transkripcijskega 
dejavnika. 
Ker so rezultati mikroskopiranja nakazovali na manj učinkovito transfekcijo z vektorjem 
z zapisom za NLS:VPR:CaM, smo v nadaljevanju z metodo prenosa western in 
imunodetekcijo analizirali izražanje pripravljenih konstruktov v sesalskih celicah. 
Analizirali smo izražanje konstruktov, ki vsebujejo peptidne označevalce za detekcijo s 
protitelesi. 
Na sliki 18 vidimo, da se načrtovani genetski konstrukti v celicah HEK293T ne izražajo 
v primerljivih količinah. Izražanje konstruktov NLS:TALE[A]:NLS::MKII, 
NLS:VPR::CaM, NLS:VPR::CaM(E104Q), VPR::CaM je slabše od izražanja 
konstruktov MKII::NLS:TALE[A]:NLS in MKII::TALE[A]. Slabše izražanje je lahko 
razlog za nedelujoč sistem. Omenili smo že, da ima stehiometrija lahko vpliv na aktivnost 
sistema. Pri uporabi različnih količin in razmerij vektorjev nismo upoštevali možnih 
razlik v izražanju genetskih konstruktov. Dejansko razmerje med deli transkripcijskega 
dejavnika se zato lahko razlikuje od načrtovanega. Tudi če bi v nadaljnjih raziskavah 
upoštevali razlike v izražanju, smo pri uporabi različnih razmerij in količin vektorjev 
omejeni s celokupno količino DNA za transfekcijo, ki vključuje tudi količino 
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poročevalskih vektorjev. V nadaljnjih raziskavah bi bilo zato smiselno optimizirati raven 
izražanja posameznih konstruktov. 
Na sliki 18 vidimo tudi, da so lise v primeru konstruktov z aktivacijsko domeno v 
območju med 100 in 130 kDa, kar je več od pričakovanih velikosti (od 75 do 76 kDa). 
Poleg posttranslacijskih modifikcij, lahko k manjši mobilnosti proteinov prispevajo tudi 
fizikalno-kemijske lastnosti, kot je razmerje med hidrofobnimi in hidrofilnimi 
aminokislinami ter vrednost izoelektrične točke. Shirai in sodelavci, ki so preučevali 
mobilnost proteinov kvasovke Schizosaccharomyces pombe pri NaDS-PAGE, so 
ugotovili, da ima razmerje hidrofobnih in hidrofilnih aminokislin velik vpliv na potovanje 
proteinov v gelu. Počasnejše potovanje je značilno za hidrofilne proteine, z nižjo 
vrednostjo GRAVY (ang. grand average of hydropathy), verjetno ker se NaDS zaradi 
hidrofobnih interakcij preferenčno veže na hidrofobne regije. Enako velja za kisle 
proteine, z izoelektrično točko nižjo od 6,0, kar je lahko posledica odbojev med negativno 
nabitimi deli proteina in NaDS [134]. Pripravljeni konstrukti z aktivacijsko domeno imajo 
izoelektrično točko med 4,1 in 4,3, konstrukti z DNA-vezavno domeno, ki so na 
membrani pri pričakovanih velikostih, pa imajo izoelektrično točko med 7,2 in 8,4. 
Pričakovane izoelektrične točke proteinov smo na podlagi aminokislinskega zaporedja 
določili na spletni strani https://web.expasy.org/compute_pi/. Prav tako je vrednost 
GRAVY konstruktov z aktivacijsko domeno nižja (od -0,46 do -0,41) od vrednosti 
konstruktov z DNA-vezavno domeno (od -0,09 do 0,04). Vrednosti GRAVY smo na 
podlagi aminokislinskega zaporedja določili na spletni strani http://www.gravy-
calculator.de/index.php. 
Do neaktivnosti pripravljenega sistema bi lahko prišlo tudi zaradi nezmožnosti sestave 
obeh delov transkripcijskega dejavnika. To bi lahko bila posledica steričnih ovir ali 
nepravilnega zvitja fuzijskih proteinov. Domena TALE[A] je v primerjavi s tarčnim 
peptidom MKII velika (tarčni peptid je sestavljen iz 22 aminokislinskih ostankov, 
TALE[A] pa iz 765 aminokislinskih ostankov), kar bi lahko oteževalo dostop 
kalmodulina do tarčnega peptida. Prav tako bi lahko vezavo oteževala domena VPR, 
spojena s kalmodulinom. Da bi zagotovili ustrezno razdaljo za pravilno zvitje posameznih 
domen in zadostno fleksibilnost za interakcije med vsakim delom transkripcijskega 
dejavnika, smo v pripravljenih konstruktih uporabili fleksibilni peptidni povezovalec iz 
desetih ali trinajstih aminokislinskih ostankov glicina in serina. V prihodnjih raziskavah 
bi bilo smiselno preveriti, ali bi uporaba daljšega fleksibilnega povezovalca vplivala na 
aktivnost sistema. V primeru, da fleksibilni povezovalec ne omogoča zadostne razdalje 
med proteinskima domenama oz. ne zmanjša interakcij med domenama fuzijskega 
proteina, je smiselna uporaba rigidnih povezovalcev. Rigidni povezovalci običajno 
vsebujejo več prolinskih aminokislinskih ostankov ali tvorijo strukturo α-vijačnice in se 
uporabljajo v primerih, kjer je prostorska ločitev domen ključna za ohranitev stabilnosti 
ali bioaktivnosti fuzijskih proteinov [135]. 
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Testirali bi lahko tudi različne tarčne peptide kalmodulina. Gao in sodelavci so na celicah 
S2 testirali tarčne peptide kalmodulina iz CaMKII, kinaze lahke miozinske verige 
skeletnih mišic (skMLCK) in peptid M13. Najboljše razmerje med signalom in šumom 
so dosegli s peptidom MKII in ga uporabili v nadaljnjih testih na vinski mušici [133]. 
Kot minimalno kalmodulin-vezavno zaporedje CaMKII se običajno smatra zaporedje 
RRKLKGAILTTMLA (aminokislinski ostanki 296-309 α-izooblike) [136,137]. V 
magistrskem delu smo uporabili daljše zaporedje FNARRKLKGAILTTMLATRNFS 
(aminokislinski ostanki 293-314), ki so ga uporabili Gao in sodelavci [133]. 
Uporabljeno zaporedje vsebuje tudi del 293FNA295, ki po raziskavah Waxhama in 
sodelavcev poveča afiniteto za vezavo kalmodulina za več kot tisočkrat v primerjavi s 
peptidom, ki temelji na prej omenjenem minimalnem zaporedju (aminokislinski ostanki 
296-312) in je potrebno za visokoafinitetno vezavo. Pri preučevanju vezave kalmodulina 
na peptide iz CaMKII različnih dolžin (od 296-312 do 290-312), so ugotovili, da so 
konstante hitrosti asociacije primerljive med peptidi in znašajo od 8 × 107 do 
32 × 107 M−1 s−1. K večji afiniteti vezave daljših peptidov prispevajo predvsem nižje 
hitrosti disocicacije. Vrednosti konstant hitrosti disociacije so znašale od 0,26 do 
7 × 10−5 s−1. Ob upoštevanju teh konstant hitrosti dobimo vrednosti ravnotežnih konstant 
disociacije (Kd) od 2 × 10−9 M do 2 × 10−13 M. Dodatek 293FNA295 najbolj vpliva k 
zvečanju vezavne afinitete peptida 296-312 in zmanjša Kd za tri rede velikosti. Če so 
peptid še podaljšali na N-končnem delu, se je konstanta hitrosti disociacije rahlo 
zmanjšala, afiniteta pa se je zvečala za en red velikosti [114]. Uporabljeno zaporedje 
MKII bi očitno moralo zadostovati za uspešno vezavo kalmodulina, kar potrjuje tudi 
uspešna aktivacija sistema, ki so ga pripravili Gao in sodelavci [133]. 
Prav tako ne smemo zanemariti vpliva kompeticije za vezavo z endogenimi proteini. 
Pripravljeni fuzijski proteini lahko interagirajo z endogenim kalmodulinom in tarčnimi 
peptidi kalmodulina, kar lahko vpliva na intenziteto signala. Gao in sodelavci so 
predlagali pripravo kalmodulina in MKII, ki bi izgubila sposobnost vezave na endogene 
vezavne partnerje, ohranila pa bi sposobnost medsebojne vezave [133]. Palmer in 
sodelavci so s pomočjo računalniškega načrtovanja pripravili mutante kalmodulina in 
kalmodulin-vezavnega peptida iz kinaze lahke miozinske verige gladkih mišic 
(smMLCK) s spremenjeno vezavno površino. To je vodilo v razvoj nove generacije 
»kameleonov«, konstruktov za zaznavanje kalcija, v katerih na kalcij odzivni elementi 
spreminjajo učinkovitost fluorescenčnega resonančnega prenosa energije (FRET) med 
dvema fluorescenčnima proteinoma, tako pripravljeni konstrukti pa so učinkoviti tudi ob 
presežku endogenega kalmodulina [138]. 
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6 Zaključek 
V okviru magistrske naloge smo želeli pripraviti sistem za uravnavanje izražanja genov 
na osnovi specifičnih interakcij med kalmodulinom in njegovim tarčnim peptidom iz 
CaMKII, katerega aktivnost bi lahko nadzorovali z uravnavanjem koncentracije prostih 
kalcijevih ionov v celicah.  
Delovne hipoteze nismo uspeli potrditi. Kljub temu, da smo pripravili konstrukte z 
različnim zaporedjem aktivacijske in DNA-vezavne domene ter preizkusili vpliv 
različnih količin in razmerij posameznih vektorjev, nismo zaznali aktivacije transkripcije. 
Neaktivnost pripravljenega sistema bi lahko bila posledica več dejavnikov, kot so 
nezadostno izražanje, neenakomerna transfekcija celic z obema deloma transkripcijskega 
dejavnika, neprimerna znotrajcelična lokalizacija posameznih konstruktov, nezmožnost 
sestave delov transkripcijskega dejavnika v aktivno celoto ter interakcije z endogenimi 
proteini. 
V nadaljnjih raziskavah bi lahko aktiven transkripcijski dejavnik poskusili pripraviti na 
različne načine. Za zagotavljanje enakomerne transfekcije bi lahko zapisa za oba dela 
transkricpijskega dejavnika vstavili v isti vektor. S spreminjanjem ali dodajanjem jedrnih 
lokalizacijskih signalov in signalov za prehod iz jedra (ang. nuclear export signal) bi 
lahko dosegli nadzor nad lokalizacijo posameznih delov. Prav tako bi bilo potrebno 
optimizirati izražanje genetskih konstruktov. Smiselno bi bilo preveriti, ali bi uporaba 
različnih dolžin fleksibilnih ali rigidnih povezovalcev vplivala na sestavljanje ter 
posledično na aktivnost pripravljenega sistema. V prihodnjih raziskavah bi lahko 
pripravili mutante kalmodulina in MKII z zmanjšano afiniteto vezave na endogene 
vezavne partnerje in sposobnostjo medsebojne vezave, s čimer bi izključili možnost, da 
na zmanjšano intenziteto signala vpliva neželena vezava komponent sistema na endogene 
proteine. 
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8 Priloge 
Priloga 1: Aminokislinska zaporedja pripravljenih konstruktov. 
Myc:MKII:GS10:TALE[A] 
MEQKLISEEDLFNARRKLKGAILTTMLATRNFSGGSGGGSGGSVDLRTLGYSQQQQEKIKPKV
RSTVAQHHEALVGHGFTHAHIVALSQHPAALGTVAVKYQDMIAALPEATHEAIVGVGKQWS
GARALEALLTVAGELRGPPLQLDTGQLLKIAKRGGVTAVEAVHAWRNALTGAPLNLTPDQV
VAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
LTPDQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVL
CQDHGLTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIANNNGGKQALETV
QRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASNGGGK
QALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIA
SHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPA
QVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQD
HGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIANNNGGKQALETVQRLL
PVLCQAHGLTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASNGGGRPALE
SIVAQLSRPDPALAALTNDHLVALACLGGRPALDAVKKGLPHAPALIKRTNRRIPERTSHRVA
GS 
Označevalec Myc, MKII, povezovalec GS10, TALE[A] 
His:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS:GS10:MKII 
MHHHHHHDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKMAPKKKRKVGIHRGVPMVDLRTLGYSQQQQ
EKIKPKVRSTVAQHHEALVGHGFTHAHIVALSQHPAALGTVAVKYQDMIAALPEATHEAIVG
VGKQWSGARALEALLTVAGELRGPPLQLDTGQLLKIAKRGGVTAVEAVHAWRNALTGAPLN
LTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPV
LCQAHGLTPDQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASHDGGKQALETV
QRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIANNNGGK
QALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIA
SNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTP
EQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQ
AHGLTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASHDGGKQALETVQR
LLPVLCQDHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIANNNGGKQ
ALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIAS
NGGGRPALESIVAQLSRPDPALAALTNDHLVALACLGGRPALDAVKKGLPHAPALIKRTNRRI
PERTSHRVAGSDPKKKRKVGGSGGGSGGSFNARRKLKGAILTTMLATRNFS 
Histidinski označevalec, označevalec 3xFlag, NLS, TALE[A], povezovalec GS10, MKII 
Myc:MKII:GS10:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS 
MEQKLISEEDLFNARRKLKGAILTTMLATRNFSGGSGGGSGGSDYKDHDGDYKDHDIDYKDD
DDKMAPKKKRKVGIHRGVPMVDLRTLGYSQQQQEKIKPKVRSTVAQHHEALVGHGFTHAHI
VALSQHPAALGTVAVKYQDMIAALPEATHEAIVGVGKQWSGARALEALLTVAGELRGPPLQ
LDTGQLLKIAKRGGVTAVEAVHAWRNALTGAPLNLTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLP
VLCQDHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIASNIGGKQALET
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VQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASNGGG
KQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAI
ASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTP
DQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLC
QAHGLTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASHDGGKQALETVQ
RLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASHDGGKQ
ALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIAS
HDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASNGGGRPALESIVAQLSRPDPALAALTND
HLVALACLGGRPALDAVKKGLPHAPALIKRTNRRIPERTSHRVAGSDPKKKRKV 
Označevalec Myc, MKII, povezovalec GS10, označevalec 3xFlag, NLS, TALE[A] 
VPR:GS13:CaM:HA 
MEASGSGRADALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLI
NTSGGSGGGSGGSSQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRPPPRRIAVPSRS
SASVPKPAPQPYPFTSSLSTINYDEFPTMVFPSGQISQASALAPAPPQVLPQAPAPAPAPAMVSA
LAQAPAPVPVLAPGPPQAVAPPAPKPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTD
LASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLS
GDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSRDSREGMFLPKPEAGSAISDVFEGREVCQPKRIRPFHPPGSP
WANRPLPASLAPTPTGPVHEPVGSLTPAPVPQPLDPAPAVTPEASHLLEDPDEETSQAVKALRE
MADTVIPQKEEAAICGQMDLSHPPPRGHLDELTTTLESMTEDLNLDSPLTPELNEILDTFLNDE
CLLHAMHISTGLSIFDTSLFGGSGGGSGGSGGSDQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELG
TVMRSLGQNPTEAELQDMINEVDADGNGTIYFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKD
GNGYISAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVQMMTAKYPYDVPDY
A 
VPR, povezovalec GS13, CaM, označevalec HA 
His:NLS:VPR:GS10:CaM:HA 
MHHHHHHDPKKKRKVEASGSGRADALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDM
LGSDALDDFDLDMLINTSGGSGGGSGGSSQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGP
TDPRPPPRRIAVPSRSSASVPKPAPQPYPFTSSLSTINYDEFPTMVFPSGQISQASALAPAPPQVL
PQAPAPAPAPAMVSALAQAPAPVPVLAPGPPQAVAPPAPKPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDL
GALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDP
APAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSRDSREGMFLPKPEAGSAISDVFEGR
EVCQPKRIRPFHPPGSPWANRPLPASLAPTPTGPVHEPVGSLTPAPVPQPLDPAPAVTPEASHLL
EDPDEETSQAVKALREMADTVIPQKEEAAICGQMDLSHPPPRGHLDELTTTLESMTEDLNLDS
PLTPELNEILDTFLNDECLLHAMHISTGLSIFDTSLFGGSGGGSGGSDQLTEEQIAEFKEAFSLFD
KDGDGTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQDMINEVDADGNGTIYFPEFLTMMARKMKDTDSE
EEIREAFRVFDKDGNGYISAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVQM
MTAKYPYDVPDYA 
Histidinski označevalec, NLS, VPR, povezovalec GS10, CaM, označevalec HA 
His:NLS:VPR:GS10:CaM(E104Q):HA 
MHHHHHHDPKKKRKVEASGSGRADALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDM
LGSDALDDFDLDMLINTSGGSGGGSGGSSQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGP
71 
 
TDPRPPPRRIAVPSRSSASVPKPAPQPYPFTSSLSTINYDEFPTMVFPSGQISQASALAPAPPQVL
PQAPAPAPAPAMVSALAQAPAPVPVLAPGPPQAVAPPAPKPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDL
GALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDP
APAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSRDSREGMFLPKPEAGSAISDVFEGR
EVCQPKRIRPFHPPGSPWANRPLPASLAPTPTGPVHEPVGSLTPAPVPQPLDPAPAVTPEASHLL
EDPDEETSQAVKALREMADTVIPQKEEAAICGQMDLSHPPPRGHLDELTTTLESMTEDLNLDS
PLTPELNEILDTFLNDECLLHAMHISTGLSIFDTSLFGGSGGGSGGSDQLTEEQIAEFKEAFSLFD
KDGDGTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQDMINEVDADGNGTIYFPEFLTMMARKMKDTDSE
EEIREAFRVFDKDGNGYISAAQLRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVQM
MTAKYPYDVPDYA 
Histidinski označevalec, NLS, VPR, povezovalec GS10, CaM(E104Q), označevalec HA 
CaM:GS10:NLS:VPR 
MDQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQDMINEVDADGNGTI
YFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGYISAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMI
READIDGDGQVNYEEFVQMMTAKGGSGGGSGGSDPKKKRKVEASGSGRADALDDFDLDML
GSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLINTSGGSGGGSGGSSQYLPDTD
DRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRPPPRRIAVPSRSSASVPKPAPQPYPFTSSLSTINY
DEFPTMVFPSGQISQASALAPAPPQVLPQAPAPAPAPAMVSALAQAPAPVPVLAPGPPQAVAP
PAPKPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAP
HTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGS
GSRDSREGMFLPKPEAGSAISDVFEGREVCQPKRIRPFHPPGSPWANRPLPASLAPTPTGPVHEP
VGSLTPAPVPQPLDPAPAVTPEASHLLEDPDEETSQAVKALREMADTVIPQKEEAAICGQMDL
SHPPPRGHLDELTTTLESMTEDLNLDSPLTPELNEILDTFLNDECLLHAMHISTGLSIFDTSLF 
CaM, povezovalec GS10, NLS, VPR 
CaM(E104Q):GS10:NLS:VPR 
MDQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQDMINEVDADGNGTI
YFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGYISAAQLRHVMTNLGEKLTDEEVDEMI
READIDGDGQVNYEEFVQMMTAKGGSGGGSGGSDPKKKRKVEASGSGRADALDDFDLDML
GSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLINTSGGSGGGSGGSSQYLPDTD
DRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRPPPRRIAVPSRSSASVPKPAPQPYPFTSSLSTINY
DEFPTMVFPSGQISQASALAPAPPQVLPQAPAPAPAPAMVSALAQAPAPVPVLAPGPPQAVAP
PAPKPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAP
HTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGS
GSRDSREGMFLPKPEAGSAISDVFEGREVCQPKRIRPFHPPGSPWANRPLPASLAPTPTGPVHEP
VGSLTPAPVPQPLDPAPAVTPEASHLLEDPDEETSQAVKALREMADTVIPQKEEAAICGQMDL
SHPPPRGHLDELTTTLESMTEDLNLDSPLTPELNEILDTFLNDECLLHAMHISTGLSIFDTSLF 
CaM(E104), povezovalec GS10, NLS, VPR 
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Priloga 2: Nukleotidno zaporedje citomegalovirusnega promotorja (PCMV) in 
minimalnega promotorja (PMIN). 
PCMV 
CGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATA
GCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGC
CCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAG
GGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACA
TCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGC
CTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTA
TTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGC
GGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTG
GCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAAT
GGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGA
ACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTTG
GTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCACCATG 
PCMV, Kozakino zaporedje 
PMIN 
TGGCTGGTGCCGCACCGGTAAGCAGAGGATCTTAGAGGGTATATAATGGAAGCTCGACTT
CCAGCTCGAGGGCAATCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATG 
PMIN, Kozakino zaporedje 
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Priloga 3: Načrt transfekcije za dvojni luciferazni test. 
 
Skupna masa DNA (ng) 200
V DNA na vdolbinico (μl) 10
V PEI na vdolbinico (μl) 10
Št. plošč 1 Na vdolbinico Skupaj
Št. vdolbinic 96 PEI (μl) 2,4 253
Delovna konc. DNA (ng/μl) 50 NaCl (μl) 7,6 803
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 5,0 0,1 0,9
VPR 25,0 0,5 4,4
rLuc 5,0 0,1 0,9
pcDNA3 115,0 2,3 20,2
NaCl 6,0 52,8
88,0
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 5,0 0,10 0,9
VPR 50,0 1,00 8,8
rLuc 5,0 0,10 0,9
pcDNA3 90,0 1,80 15,8
NaCl 6,0 52,8
88,0
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 5,0 0,10 0,9
VPR 100,0 2,00 17,6
rLuc 5,0 0,10 0,9
pcDNA3 40,0 0,80 7,0
NaCl 6,0 52,8
88,0
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 10,0 0,20 1,8
VPR 50,0 1,00 8,8
rLuc 5,0 0,10 0,9
pcDNA3 85,0 1,70 15,0
NaCl 6,0 52,8
88,0
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vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 10,0 0,2 1,8
VPR 100,0 2,0 17,6
rLuc 5,0 0,1 0,9
pcDNA3 35,0 0,7 6,2
NaCl 6,0 52,8
88,0
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 10,0 0,2 1,8
VPR 135,0 2,7 23,8
rLuc 5,0 0,1 0,9
pcDNA3 0,0 0,0 0,0
NaCl 6,0 52,8
88,0
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 25,0 0,5 4,4
VPR 50,0 1,0 8,8
rLuc 5,0 0,1 0,9
pcDNA3 70,0 1,4 12,3
NaCl 6,0 52,8
88,0
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 25,0 0,5 4,4
VPR 100,0 2,0 17,6
rLuc 5,0 0,1 0,9
pcDNA3 20,0 0,4 3,5
NaCl 6,0 52,8
88,0
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 25,0 0,5 4,4
VPR 120,0 2,4 21,1
rLuc 5,0 0,1 0,9
pcDNA3 0,0 0,0 0,0
NaCl 6,0 52,8
88,0
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Za transfekcijo celic HEK293T smo uporabili 50 ali 150 ng poročevalskega vektorja 
10AB_Pmin_fLu. Količina poročevalskega vektorja rLuc je znašala 5 ng. 
  
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 50,0 1,0 8,8
VPR 75,0 1,5 13,2
rLuc 5,0 0,1 0,9
pcDNA3 20,0 0,4 3,5
NaCl 6,0 52,8
88,0
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
TALE 50,0 1,0 8,8
VPR 95,0 1,9 16,7
rLuc 5,0 0,1 0,9
pcDNA3 0,0 0,0 0,0
NaCl 6,0 52,8
88,0
vektor ng μl/vdolbinico μl skupaj Št. vdolbinic
10AB_Pmin_fLuc reporter 50,0 1,0 8,8 8
NFAT-TALE-VP16 5,0 0,1 0,9
VPR 0,0 0,0 0,0
rLuc 5,0 0,1 0,9
pcDNA3 140,0 2,8 24,6
NaCl 6,0 52,8
88,0
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Priloga 4: Načrt transfekcije za prenos western. 
 
 
  
Skupna masa DNA (ng) 2000
V DNA na vdolbinico (μl) 100 Na vdolbinico Skupaj
V PEI na vdolbinico (μl) 100 PEI (μl) 24 184,8
Št. plošč 2 NaCl (μl) 76 585,2
Št. vdolbinic 7
Delovna konc. DNA (ng/μl) 50
1 vektor ng μl/vdolbinico Št. vdolbinic
Myc:MKII:GS10:TALE[A] 700,0 14,0 1
pcDNA 1300,0 26,0
NaCl 60,0
2 vektor ng μl/vdolbinico Št. vdolbinic
His:3xFlag:nls:TALE[A]:nls:GS10:MKII 700,0 14,0 1
pcDNA 1300,0 26,0
NaCl 60,0
3 vektor ng μl/vdolbinico Št. vdolbinic
Myc:MKII:GS10:3xFlag:nls:TALE[A]:nls 700,0 14,0 1
pcDNA 1300,0 26,0
NaCl 60,0
4 vektor ng μl/vdolbinico Št. vdolbinic
VPR:GS13:CaM:HA 700,0 14,0 1
pcDNA 1300,0 26,0
NaCl 60,0
5 vektor ng μl/vdolbinico Št. vdolbinic
His:nls:VPR:GS10:CaM:HA 700,0 14,0 1
pcDNA 1300,0 26,0
NaCl 60,0
6 vektor ng μl/vdolbinico Št. vdolbinic
His:nls:VPR:GS10:CaM(E104Q):HA 700,0 14,0 1
pcDNA 1300,0 26,0
NaCl 60,0
7 vektor ng μl/vdolbinico Št. vdolbinic
pcDNA 2000,0 40,0 1
NaCl 60,0
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Priloga 5: Nukleotidno zaporedje vezavnega mesta v poročevalskem vektorju 
10AB_Pmin_fLuc. 
TTTACTGCTGCTCCCGCTTCTTCCGTTTCCACATCTTGCTGGCAGCCGGGGTA
CCGCAGGCAAGTCGCTTTACTGCTGCTCCCGCTTCTTCCGTTTCCACATCTAT
GGAATCACGGCGGCCGCCCGTATCTCATCCTTTACTGCTGCTCCCGCTTCTT
CCGTTTCCACATCTAATGCGTCGGCGTGCGGCCGCTGCCAGTTGCATTTACT
GCTGCTCCCGCTTCTTCCGTTTCCACATCTTTGGCTGTCCTAGGGTACCTGGA
CGCTCCTTGTTTACTGCTGCTCCCGCTTCTTCCGTTTCCACATCTTGGCTGGT
GCCGCACCGGTAAGCAGAACTAGAGGTGGCACCGGTTTGATTGCACAGCTT
TACTGCTGCTCCCGCTTCTTCCGTTTCCACATCTTGCTGGCAGCCGGGGTACC
GCAGGCAAGTCGCTTTACTGCTGCTCCCGCTTCTTCCGTTTCCACATCTATGG
AATCACGGCGGCCGCCCGTATCTCATCCTTTACTGCTGCTCCCGCTTCTTCCG
TTTCCACATCTAATGCGTCGGCGTGCGGCCGCTGCCAGTTGCATTTACTGCT
GCTCCCGCTTCTTCCGTTTCCACATCTTTGGCTGTCCTAGGGTACCTGGACGC
TCCTTGTTTACTGCTGCTCCCGCTTCTTCCGTTTCCACATCT 
Vezavno mesto TALE[A], vezavno mesto TALE[B] 
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Priloga 6: Aminokislinsko zaporedje kresničkine luciferaze in uporabljenih pozitivnih 
kontrol. 
Kresničkina luciferaza 
MEDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVDITYAEYFEMSVR
LAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTV
VFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQSMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDK
TIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGY
LICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLS
KEVGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLG
VNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRLKSLIKYK
GYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGKTMTEKEIVDYVASQVT
TAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDARKIREILIKAKKGGKIAVNSACKNWFSSLSHFVIHLNS
HGFPPEVEEQAAGTLPMSCAQESGMDRHPAACASARINV 
NFAT::TALE[A]::VP16 
MEQKLISEEDLPSTSFPVPSKFPLGPAAAVFGRGETLGPAPRAGGTMKSAEEEHYGYASSNVSP
ALPLPTAHSTLPAPCHNLQTSTPGIIPPADHPSGYGAALDGGPAGYFLSSGHTRPDGAPALESPR
IEITSCLGLYHNNNQFFHDVEVEDVLPSSKRSPSTATLSLPSLEAYRDPSCLSPASSLSSRSCNSE
ASSYESNYSYPYASPQTSPWQSPCVSPKTTDPEEGFPRGLGACTLLGSPRHSPSTSPRASVTEES
WLGARSSRPASPCNKRKYSLNGRQPPYSPHHSPTPSPHGSPRVSVTDDSWLGNTTQYTSSAIV
AAINALTTDSSLDLGDGVPVKSRKTTLEQPPSVALKVEPVGEDLGSPPPPADFAPEDYSSFQHI
RKGGFCDQYLAVPQHPYQWAKPKPLSPTSYMSGGSGGGSGGSVDLRTLGYSQQQQEKIKPK
VRSTVAQHHEALVGHGFTHAHIVALSQHPAALGTVAVKYQDMIAALPEATHEAIVGVGKQW
SGARALEALLTVAGELRGPPLQLDTGQLLKIAKRGGVTAVEAVHAWRNALTGAPLNLTPDQ
VVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAH
GLTPDQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLP
VLCQDHGLTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIANNNGGKQALE
TVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASNGG
GKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVV
AIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGL
TPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVL
CQDHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIANNNGGKQALETV
QRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASNGGGR
PALESIVAQLSRPDPALAALTNDHLVALACLGGRPALDAVKKGLPHAPALIKRTNRRIPERTSH
RVAGSGGSGGGSGGSAPPTDVSLGDELHLDGEDVAMAHADALDDFDLDMLGDGDSPGPGFT
PHDSAPYGALDMADFEFEQMFTDALGIDEYGG 
Označevalec Myc, NFAT-N, povezovalec GS10, TALE[A], VP16 
TALE[A]::VPR 
MEQKLISEEDLVDLRTLGYSQQQQEKIKPKVRSTVAQHHEALVGHGFTHAHIVALSQHPAAL
GTVAVKYQDMIAALPEATHEAIVGVGKQWSGARALEALLTVAGELRGPPLQLDTGQLLKIAK
RGGVTAVEAVHAWRNALTGAPLNLTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPE
QVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQA
HGLTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASNGGGKQALETVQRLL
PVLCQDHGLTPEQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQVVAIASHDGGKQAL
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ETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIANNN
GGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPDQV
VAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHG
LTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPV
LCQAHGLTPDQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPAQVVAIASHDGGKQALET
VQRLLPVLCQDHGLTPEQVVAIASNGGGRPALESIVAQLSRPDPALAALTNDHLVALACLGGR
PALDAVKKGLPHAPALIKRTNRRIPERTSHRVAGSGSGEASGSGRADALDDFDLDMLGSDAL
DDFDLDMLGSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLINTSGGSGGGSGGSSQYLPDTDDRHRIE
EKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRPPPRRIAVPSRSSASVPKPAPQPYPFTSSLSTINYDEFPT
MVFPSGQISQASALAPAPPQVLPQAPAPAPAPAMVSALAQAPAPVPVLAPGPPQAVAPPAPKP
TQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGNSTDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEP
MLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALLGSGSGSRDS
REGMFLPKPEAGSAISDVFEGREVCQPKRIRPFHPPGSPWANRPLPASLAPTPTGPVHEPVGSLT
PAPVPQPLDPAPAVTPEASHLLEDPDEETSQAVKALREMADTVIPQKEEAAICGQMDLSHPPP
RGHLDELTTTLESMTEDLNLDSPLTPELNEILDTFLNDECLLHAMHISTGLSIFDTSLF 
Označevalec Myc, TALE[A], povezovalec GSG, VPR 
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Priloga 7: Negativna kontrola pri fluorescenčni konfokalni mikroskopiji. Celice 
HEK293 smo transficirali s 300 ng praznega vektorja pcDNA3. Celice smo naslednji dan 
fiksirali in označevali s protitelesi. 
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Priloga 8: Mikroskopski sliki celic HEK293 transficirane z 100 ng vektorja z zapisom 
za His:NLS:VPR:GS10:CaM:HA. Celice smo naslednji dan fiksirali in označevali s 
protitelesi. 
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Priloga 9: Mikroskopski sliki celic HEK293 transficirane z 100 ng vektorja z zapisom 
za Myc:MKII:GS10:3xFlag:NLS:TALE[A]:NLS. Celice smo naslednji dan fiksirali in 
označevali s protitelesi. 
 
 
